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Schizosaccharomyces pombe rRNA genes contain four replication fork 
barriers (RFB1-3 and RFP4) located in the nontranscribed spacer. RFB2 and 
RFB3 require binding of the transcription terminator factor Reb1p to two 
identical recognition sequences that colocalize with these barriers. RFB1 and 
RFP4 function in a Reb1p-independent manner, and cognate DNA-binding 
proteins for these barriers have not been identified yet. Here we functionally 
define RFB1, which is the strongest of the four barriers, within a 78-bp 
sequence located near the 3’ end of the rRNA coding region. A protein that 
specifically binds to this sequence was purified by affinity chromatography 
and identified as Sap1p by mass spectrometry. Specific binding to RFB1 was 
confirmed by using Sap1p expressed in Escherichia coli. Sap1p is essential for 
viability and is required for efficient mating-type switching. Mutations in 
RFB1 that precluded formation of the Sap1p-RFB1 complex systematically 
abolished replication barrier function, indicating that Sap1p is required for 
replication fork blockage at RFB1. 
Replication fork arrest induced by Sap1p at RFB1 is not the essential role 
of Sap1p, since survival of swi1∆ or swi3∆  mutant cells, lacking RFB1 
activity, is not compromised. 
The results obtained in the present thesis rise the possibility that the 
essential role of sap1p could be played in the nucleolus. Experiments to 
elucidate this possible new role of Sap1p at the rRNA genes are underway. 
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1. BARRERAS PARA LAS HORQUILLAS DE REPLICACIÓN 
La correcta replicación del DNA es un requisito exigido para que la 
segregación de los cromosomas se produzca con éxito antes de la división en 
células proliferativas. Sin embargo, el proceso de replicación puede verse 
afectado por causas externas o internas, que pueden provocar la parada de la 
horquilla y, eventualmente, el desensamblaje de la maquinaria de replicación. A 
este tipo de paradas se las denomina “paradas accidentales”, las cuales inducen 
el mecanismo de checkpoint replicativo y el de eliminación de las causas que 
provocaron la parada de la horquilla. 
Actualmente se cree que una de las causas más importantes de inestabilidad 
genómica es, precisamente, la parada de la maquinaria replicativa. Resulta 
llamativo el hecho de que existen sitios específicos del genoma donde se 
produce la parada de la horquilla de replicación de un modo natural o 
programado. Este tipo de paradas parecen cumplir funciones específicas que 
serán descritas a continuación. 
La parada natural de la horquilla de replicación puede deberse a distintas 
causas, que se incluyen en la Tabla1, al final de este apartado.  
 
1.1. PARADA CAUSADA POR HÍBRIDOS RNA-DNA 
En los orígenes de replicación del tipo ColE1, el mecanismo de iniciación de 
la replicación consiste en la formación de un híbrido RNA-DNA. En las formas 
multiméricas de plásmidos con este tipo de origen, sólo uno de ellos se activa 
por ronda replicativa, (Martín-Parras y col., 1992). En plásmidos diméricos con 
dos orígenes de replicación enfrentados, aquel que no es activado funciona 
como una potente barrera para el desplazamiento de la horquilla de replicación. 
La barrera es generada en el origen inactivo como consecuencia de que la 
helicasa replicativa, DnaB, es incapaz de deshacer el híbrido que se forma entre 
el cebador RNA y el DNA (Viguera y col., 1996; Santamaría y col., 1998). 
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1.2. PARADAS DEPENDIENTES DE TRANSCRIPCIÓN 
En los genes tRNA de S. cerevisiae se han localizado paradas para la 
replicación de tipo polar (Desphande y col., 1996). En ausencia de transcripción 
en estos genes, estas paradas desaparecen, lo cual indica que son dependientes 
de transcripción. Es posible que el mecanismo por el cual la maquinaria 
replicativa tiene dificultades para su avance sea por la acumulación de 
superenrollamiento positivo en la zona situada entre las maquinarias de 
transcripción y replicación debida al avance en sentido opuesto de ambas 
(Olavarrieta y col., 2002). 
En estudios realizados en sistemas virales se ha observado que las colisiones 
frontales entre la horquilla de replicación y el complejo ternario de transcripción 
RNAP son más desventajosas que las colisiones co-orientadas (Liu y col., 1993; 
Liu y Alberts 1995; Elías-Arnanz y Salas, 1997 y 1999). En la colision frontal, la 
polimerasa del φ29 es bloqueada por un complejo RNAP detenido y la 
replicación se reanuda una vez que se permite el movimiento de RNAP (Elías-
Arnanz y Salas 1999). Esto sugiere que el complejo ternario de transcripción 
RNAP detenido supondría un impedimento físico para el avance de la horquilla 
de replicación. 
En una estirpe de S. cerevisiae  FOB1∆ y en la que el número de copias de 
genes rRNA se redujo de 150 a 20, con lo que la fracción de genes activos 
aumenta, se observó un enlentecimiento de la horquilla de replicación en estos 
genes, debido a la colisión entre transcripción y replicación (Takeuchi y col., 
2003) y en un fondo FOB1∆. Mediante geles bidimensionales se observó un 
enlentecimiento de la replicación debida a la colisión entre la transcripción y la 
replicación. 
En esta misma levadura, Prado y Aguilera (2005) estudiando la 
recombinación dependiente de transcripción en un sistema plasmídico, 
observaron que, antes de la recombinación, se produce el encuentro de las 
maquinarias de replicación y de transcripción, lo que provoca la parada de la 
horquilla replicativa. Puesto que también observaron que la helicasa RRM3p 
promovió el avance de la horquilla en una parada dependiente de transcripción, 
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los autores sugieren que un complejo nucleoproteico dependiente de 
transcripción impide la replicación en sentido opuesto y que éste es eliminado 
por la actividad helicasa de RRM3p. 
 
1.3. PARADA CAUSADA POR COMPLEJOS DNA-PROTEÍNA 
Hasta el momento se ha descrito una serie de proteínas cuya unión a DNA 
provoca una parada parcial o total de la replicación. En este grupo están 
incluidas proteínas virales, procariotas y eucariotas. A continuación se detallan 
las más representativas. 
 
1.3.1. Terminación de la replicación en cromosomas bacterianos 
La terminación de la replicación del cromosoma bacteriano ha sido 
ampliamente estudiada en la bacteria gram negativa E. coli y en la gram positiva 
Bacillus subtilis. Ambas especies poseen en su cromosoma circular un único 
origen bidireccional de  forma que durante la replicación hay dos horquillas de 
replicación que progresan en sentido opuesto. La terminación ocurre en una 
región a unos 180º del origen. Esta región está flanqueada en ambas especies por 
varias barreras de replicación que actúan de manera polar colocadas en dos 
grupos inversamente orientados. El resultado es una “trampa” para las 
horquillas de replicación, puesto que no tienen dificultades para entrar en la 
región, pero su salida está impedida por las barreras (Figura 1). 
El mecanismo de terminación de la replicación en ambas especies es 
similar. En la región de las barreras existe una serie de  secuencias denominadas 
Ter que son reconocidas por la proteína en el caso de E. coli (Hill y col., 1989 y 
1992) o por dos dímeros de la proteína RTP en el caso de B. subtils. (Carrigan y 
col., 1987). 
La parada de la replicación en las los sitios Ter de ambas bacterias se 
debe a la actividad anti-helicasa replicativa de los complejos Ter-Tus y Ter-RTP. 
Dicha actividad antihelicasa es polar, de modo que impide el paso de la 
horquilla de replicación en un sentido y no en el opuesto. Los complejos Ter-Tus 
y Ter-RTP también son capaces de inhibir la progresión de ciertas RNA 
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Figura 1. Representación esquemática de la posición y orientación de las secuencias terminadoras Ter en los 
cromosomas de  E.coli y B. subtilis (B) (modificado de Coskun-Ari y Hill, 1997; Griffiths y col., 1998). Las 
“trampas” a unos 180º del origen del origen oriC, están compuestas por dos grupos de terminadores 
enfrentados, cada uno de los cuales detiene solamente a las horquillas que se mueven a favor (flecha roja y 
bloques rojos) o en contra (flecha verde y bloques verdes) de las agujas del reloj. 
TerI
TerH
TerJ 
oriC 
Tus TerG 
Ter Ter
TerD
TerETerF
Ter
oriC
RTP
TerIITerI
TerIII
TerV
TerIX
TerIV 
TerVII 
TerVIII 
TerVI 
A B 
polimerasas con la misma polaridad con la que detienen la replicación (Mohanti 
y col., 1996 y 1998). 
 
 
1.3.2. Parada de la replicación en secuencias centroméricas de S. 
cerevisiae 
Las horquillas de replicación que se aproximan desde cualquier punto 
del cromosoma a los centrómeros de los cromosomas I, III y IV de S. cerevisiae 
sufren una parada relativamente breve (Greenfeder y Newlon, 1992). La 
capacidad de parar la replicación viene dada por la unión de las proteínas 
centroméricas al DNA, no existiendo secuencias específicas de parada. Sólo 
mutaciones puntuales en CEN3, que impiden la unión de las proteínas 
centroméricas, evitan la detención de la horquilla de replicación. También en 
este caso, la helicasa RRM3p parece facilitar el avance la horquilla desplazando 
a proteínas centroméricas unidas al DNA (Ivessa y col., 2003). 
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1.3.3. Paradas provocadas por proteínas de unión a secuencias 
teloméricas 
Existen proteínas de unión a DNA que se encuentran unidas al telómero 
y que impiden el avance de la horquilla de replicación. De nuevo, en S. 
cerevisiae, la helicasa RRM3p facilita la replicación a través de estos complejos 
DNA-proteína (Ivessa y col., 2003) 
En un estudio realizado por Miller y col. (2006) en S. pombe se observó 
que Taz1p, un regulador de diversas funciones teloméricas, es crucial para la 
progresión eficiente de la horquilla de replicación a través del telómero, puesto 
que su eliminación conduce a la parada de las horquillas en ellos. 
Ambos estudios indican que existen proteínas teloméricas que dificultan 
la progresión de la horquilla replicativa y que existen factores que lo 
promueven, como RRM3p en S. cerevisiae y Taz1p en S. pombe. 
 
1.3.4. Barrera RTS1 en el locus del tipo de apareamiento en S. pombe 
En las levaduras S. cerevisiae y S. pombe, el cambio del tipo de 
apareamiento se debe a la alternancia en la expresión de los diferentes alelos del 
locus MAT o mat1, respectivamente, debida a un proceso de recombinación. 
Ambos loci se componen de tres genes, uno transcripcionalmente activo y dos 
silenciados y de tipo contrario, que actúan como donadores de las secuencias 
que finalmente se van a transcribir (Figura 2). En S. pombe, la naturaleza 
asimétrica del proceso replicativo juega un papel muy importante en el cambio 
de tipo de apareamiento, mediado por recombinacion de las secuencias 
donadoras mat2P y mat3M con mat1 (revisado en Dalgaard y Klar 2001). 
Diversos experimentos genéticos han demostrado que el locus mat1 está 
marcado por una “huella” que se genera en la hebra retrasada durante la síntesis 
del DNA (revisado en Vengrova y col., 2002). La naturaleza de esta huella se 
debate actualmente entre una modificación de DNA a RNA, que genera 
posteriormente una rotura de cadena doble (Vengrova y Dalgaard, 2004), o una 
rotura de cadena simple, que luego genera la rotura de cadena doble (Holmes y 
col., 2005). Dicha huella provoca una pausa (MPS1, Mating Pausing Site) de la 
Introducción 
 - 9 -
horquilla de replicación que avanza en dirección al centrómero (Dalgaard y 
Klar, 2000).  Las proteínas Swi1 y Swi3 son necesarias para la parada en MPS1 
pero se desconoce si éstas interaccionan directamente con el DNA en MPS1. 
 
 
Para que se genere la huella, es estrictamente necesario que el locus sea 
replicado por horquillas que se muevan hacia el centrómero (Figura 2). Esto es 
asegurado por la presencia de un sitio polar de terminación de la replicación 
denominado RTS1, que impide que entren horquillas en la zona moviéndose 
hacia el centrómero (Dalgaard y Klar, 2001). La secuencia de esta señal de 
terminación está compuesta por cuatro repeticiones imperfectas a las que según 
Lee y col. (2004) se unen las proteínas Swi1p y Swi3p, necesarias para que se 
produzca la parada de la replicación. La proteína Rtf1p, que contiene dominios 
del tipo Myb de unión a DNA, podría ser necesaria para la función de RTS1 por 
unión a las cuatro repeticiones que la componen (Codlin y Dalgaard, 2003). 
SAS1 
Figura 2: En la parte superior, un esquema del locus del tipo de apareamiento en S. pombe. Las 
flechas curvas indican la sustitución de los alelos de tipo contrario mat2P y mat3M, los cuales están 
silenciados, con la secuencia aceptora mat1. En la parte inferior, un detalle del locus mat1 de S. 
pombe muestra la localización del ars756, la dirección de la replicación del locus (flecha roja), el sitio 
de terminación de la replicación (RTS1), la huella (imp) que heredan aquellas células que van a 
cambiar de tipo de apareamiento y el sitio SAS1 que participa en la regulación de este proceso 
(modificado de Vengrova y col, 2002) 
CEN II 
mat1 mat2P mat3M 
200 pb 
ars 756 RTS1 imp 
Sap1p 
mat1 
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RTS1 constituye la única barrera replicativa en la que se ha demostrado 
una función biológica específica en el desarrollo celular que, concretamente, es 
el cambio del tipo de apareamiento en S. pombe. 
 
1.3.5. Barreras para la replicación en los genes rRNA 
Este tipo de barreras son los terminadores de replicación en eucariotas 
que mejor se han caracterizado (revisado en López-Estraño y col., 1997). Todos 
los genes rRNA de organismos eucariotas estudiados hasta el momento 
contienen varias barreras para la replicación denominadas RFB (Replication Fork 
Barriers). Las barreras se encuentran agrupadas y localizadas en la zona 
espaciadora no transcrita (NTS, Non Transcribed Spacer) próximas al extremo 3’ 
de la región codificante. Las RFBs del rDNA son polares de modo que detienen 
sólo aquellas horquillas que se mueven en sentido opuesto a la transcripción. 
Una de las funciones que se les atribuye a estas barreras es la de prevenir los 
posibles efectos deletéreos que la colisión entre las maquinarias de replicación y 
transcripción pudieran ocasionar (Kobayashi y col., 1998). También se ha 
propuesto que las RFBs podrían jugar un papel en la regulación del número de 
repeticiones en el locus (Defossez y col., 1999). 
 Hasta ahora se han caracterizado varias proteínas involucradas en las 
barreras del locus ribosómico por su unión al DNA, como por ejemplo Fob1p en 
S. cerevisiae (Kobayashi y Horiuchi, 1996), Reb1p en las barreras RFB2 y RFB3 en  
S. pombe (Sánchez-Gorostiaga y col., 2004) y mTTF-1 en ratón (López-Estraño y 
col., 1998). A continuación se detalla la información de la que se dispone sobre 
estas barreras. 
 
2. BARRERAS PARA LA REPLICACIÓN EN LOS GENES rRNA DE 
ORGANISMOS EUCARIOTAS 
Los ribosomas son componentes celulares complejos de cuyo correcto 
funcionamiento depende la producción de proteínas en la célula. La biogénesis 
de los ribosomas depende de la síntesis coordinada de más de 85 proteínas y 
cuatro especies de RNA ribosómico (rRNA), de su correcto procesamiento y de 
Introducción 
 - 11 -
su ensamblaje en ribosomas funcionales. En la mayoría de las especies, los genes 
rRNA ocupan una fracción del genoma cuantitativamente importante, como por 
ejemplo, el 10% del DNA total de S. cerevisiae. Se trata de genes altamente 
activos, de modo que el rRNA constituye alrededor del 80% de todo el RNA en 
células de levaduras en proliferación (revisado en Warner, 1999). 
El rDNA de los organismos eucariotas está muy conservado tanto en su 
organización como en sus características funcionales. 
 
2.1. ORGANIZACIÓN DE LOS GENES rRNA 
Los genes rRNA se organizan en un locus o varios loci como unidades 
repetidas en tándem de número variable según la especie. Cada repetición 
consta de una unidad transcripcional y de un espaciador intergénico no 
transcrito o NTS (Figura 3). En el NTS se localizan las señales de iniciación y 
terminación de la transcripción (Paule y White, 2000). Esta región presenta una 
gran variabilidad de secuencia y de tamaño, aún entre organismos 
evolutivamente próximos, a diferencia de la alta conservación que se observa en 
la secuencia de la región codificante (López-Estraño y col., 1997). 
 
RNA pol I 
NTS 
35S 
ori ITS1 ITS2 RFB 
3’ETS 5’ETS 
17S 5,8S 25S 
Figura 3: Representación esquemática de la organización de los genes ribosómicos. La flecha roja 
inferior indica el transcrito inmaduro sintetizado por la RNA polI. El bloque rojo indica la situación 
aproximada de las barreras que se encuentran en el rDNA en eucariotas. 
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La enzima RNA polimerasa I (RNA pol I) transcribe el precursor del rRNA, 
que es procesado para dar lugar a tres de los diferentes rRNA maduros 17-18 S, 
5,8 S y 25-28 S (Paule y White, 2000). Se denomina 5’-ETS y 3’-ETS (espaciadores 
externos transcritos) a los segmentos ubicados en ambos extremos de la unidad 
transcripcional, que son eliminados durante el procesamiento del rRNA 
primario, e ITS (espaciadores internos transcritos) a los que separan entre sí los 
tres rRNA maduros (Long y David, 1980). En la mayoría de los organismos 
eucariotas los genes que codifican para el rRNA 5 S, transcrito por la enzima 
RNA polimerasa III (RNA pol III), se localizan en locus o loci distinto(s) a los 
demás genes ribosómicos. Como excepción, en S. cerevisiae existe una copia 5S 
en el NTS de cada repetición del rDNA. 
 
2.2. REPLICACIÓN DEL LOCUS DEL rDNA 
Los genes que codifican para los rRNA son transcritos y replicados al mismo 
tiempo durante la fase S. El estudio de micrografías electrónicas del locus 
ribosómico demostró una coincidencia espacial y temporal de burbujas de 
replicación y complejos transcripcionales activos (revisado en López-Estraño y 
col., 1997). Dada la elevada procesividad de las polimerasas replicativas y 
transcripcionales, existe una alta probabilidad de que se produzca un encuentro 
entre ambas maquinarias en estos genes (revisado en Müller, 2000). Este 
encuentro de horquillas podría dificultar los procesos de transcripción y de 
replicación. 
La replicación del rDNA se inicia preferentemente en el NTS. En S. cerevisiae 
ocurre en una región específica donde existe una secuencia de replicación 
autónoma (ARS) (revisado en Brewer y Fangman, 1988). Sin embargo, en 
eucariotas superiores la replicación se inicia de forma difusa a lo largo del NTS, 
aunque estudios recientes realizados en células humanas y de rata indican que 
existen dos sitios preferentes de iniciación en el rDNA de ambas especies, cuya 
localización dentro del NTS está conservada (Gencheva y col., 1996) 
Como se comentó en el apartado anterior, una característica común de la 
replicación del rDNA en organismos eucariotas es la presencia de una o varias 
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barreras replicativas (RFB) localizadas en el NTS, muy próximas entre sí, cerca 
del extremo 3’ de la unidad transcripcional. Dichas barreras han sido descritas in 
vivo en levaduras de gemación y de fisión (Brewer y Fangman, 1988; Linskens y 
Huberman, 1988; Kobayashi y col. 1992; López-Estraño y col., 1997; Sánchez-
Gorostiaga y col., 2004), en Xenopus (Wiesendanger y col., 1994), plantas 
(Hernández y col., 1993, López-Estraño y col., 1999) y mamíferos (Little y col., 
1993; López-Estraño y col., 1998). Resulta interesante el hecho, comentado en el 
apartado anterior, de que estas barreras detienen solamente las horquillas de 
replicación que avanzan en contra de la transcripción. Como consecuencia, a 
pesar de que los orígenes de replicación en eucariotas son bidireccionales, en el 
caso concreto del rDNA, al quedar una de las dos horquillas bloqueadas por la 
barrera, la replicación del rDNA es prácticamente unidireccional, avanzando en 
el mismo sentido que la maquinaria de transcripción. Es posible que las barreras 
para la replicación en el rDNA tengan como función última evitar la colisión 
entre las maquinarias de transcripción y replicación evitando así sus posibles 
efectos deletéreos. 
 
2.3. BARRERAS PARA LA REPLICACIÓN DEL rDNA DE S. cerevisiae 
S. cerevisiae fue la primera especie en la que se identificó una RFB en el locus 
de los genes rRNA (Brewer y Fangman 1988, Linskens y Huberman, 1988). Las 
horquillas de replicación se detienen en el NTS cerca del extremo 3’ de la unidad 
transcripcional. Este bloqueo tiene lugar independientemente de la transcripción 
del rDNA, ya que es activa en ausencia de actividad transcripcional, estudiado 
en mutantes para la subunidad RPA35 de la RNA polI, e introducida en un 
plásmido de replicación autónoma (Brewer y col., 1992; Kobayashi y col., 1992). 
Posteriormente, mediante el uso de la técnica de electroforesis bidimensional de 
alta resolución y estudios de mutagénesis, el grupo de B. Brewer comprobó que 
la RFB de S. cerevisiae estaba realmente constituida por dos sitios separados unos 
40 pb, denominados RFB1 y RFB2, donde las horquillas que progresan en contra 
de la transcripción son bloqueadas (Ward y col., 2000). 
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Entre las dos barreras y el extremo 3’ del gen 25S está localizado el sitio de 
unión del factor REB1p, un componente esencial para la terminación de la 
transcripción por la RNA pol I (Lang y Reeder, 1993) (Figura 4). Hasta el 
momento, las evidencias disponibles indican que ni REB1p ni su sitio de unión 
al rDNA son requeridos para la función de las RFB1s de esta levadura (Ward y 
col., 2000). 
La proteína FOB1 es requerida para la parada de la replicación (Kobayashi y 
Horiuchi, 1996) en el rDNA de S. cerevisiae. Mediante ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina y de microscopía de fuerza atómica se ha 
demostrado que FOB1p se une directamente a dos secuencias separadas en la 
región de la barrera (Kobayashi, 2003; Mohanty y Bastia, 2004). FOB1p contiene 
un dominio con posible estructura de “dedo de zinc” que sería esencial para la 
unión a las barreras, el bloqueo de la horquilla y la actividad recombinogénica 
en el rDNA (Kobayashi, 2003). FOB1 fue identificado originalmente como un 
gen necesario para la actividad recombinogénica del elemento de rDNA HOT1. 
Dicho elemento estimula intercambios genéticos en regiones adyacentes cuando 
se inserta en un sitio distinto al rDNA (Keil y Roeder, 1984). 
 
 
FOB1p REB1p 
2 1 
T 
E-pro 
EXP 
5 S rARS 
35 S 35 S 
100 pb 
TRANSCRIPCIÓN REPLICACIÓN 
Figura 4: Esquema de la zona de la barrera para la replicación del rDNA de S. cerevisiae con las 
subunidades 35S y 5S. rARS es el origen de replicación del locus del rDNA. La flecha negra indica el 
sitio de terminación de la transcripción por la unión de la proteína REB1 a su secuencia de unión 
(bloque amarillo). Los bloques rojos 1 y 2 se refieren a las secuencias requeridas para las barreras, 
RFB1 y RFB2, a las cuales se une la proteína FOB1. La región EXP es requerida para que se produzca 
la expansión de las repeticiones ribosómicas. E-pro (EXP promoter) es la secuencia promotora 
bidireccional para la RNA polimerasa II recientemente descrita por Kobayashi y col. 2005. 
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La helicasa RRM3p de S. cerevisiae es requerida para la progresión de las 
horquillas de replicación a través del rDNA. Su ausencia hace que la barrera 
provocada por la unión de FOB1p al rDNA aumente su intensidad (Ivessa y col., 
2000; Krings y Bastia 2004). A lo largo de los últimos años, el grupo de 
Kobayashi ha obtenido una serie de evidencias que indican que la parada de las 
horquillas en las RFBs del rDNA de S. cerevisiae promueven, bajo determinadas 
condiciones experimentales, la recombinación en el locus ocasionando expansión 
o contracción del número de copias repetidas, así como la formación de círculos 
extracromosómicos (ERCs) que parecen ser causa del envejecimiento en esta 
levadura (Kobayashi y col., 1998, 2001; Takeuchi y col., 2003; Defossez y col., 
1999). 
Recientemente, Kobayashi y Ganley (2005) han propuesto un modelo sobre 
la recombinación en el rDNA de S. cerevisiae. Se identificó una secuencia 
altamente conservada que funciona como un promotor bidireccional (E-pro) 
para la polimerasa RNA II dentro de la región denominada EXP del rDNA de S. 
cerevisiae (Kobayashi y col., 2001) (Figura 4). Este promotor no parece estar 
asociado con ninguna función codificante y su posición y conservación en 
levaduras sugería que podría jugar algún papel importante en el rDNA. En 
situaciones normales, la actividad silenciadora de SIR2 reprime la actividad de 
este promotor, de modo que no se altera la asociación de las cohesinas. En estas 
condiciones las roturas que puedan sufrir las horquillas detenidas en las RFB 
son reparadas mediante recombinación simétrica entre cromátidas hermanas, 
con lo que no se producen cambios en el número de copias repetidas del rDNA. 
Cuando se elimina el silenciamiento de SIR2, como por ejemplo en una estirpe 
SIR2∆, el promotor bidireccional se activa y la transcripción desplaza a las 
cohesinas. En este caso, la reparación de las roturas de cadena doble en las 
barreras se  puede reparar utilizando copias de rDNA que estén más lejanas, lo 
cual resulta en un intercambio asimétrico y en una variación del número de 
copias de los genes rRNA. 
Por otra parte, la proteína FOB1 tiene una función no relacionada con las 
barreras dentro del rDNA. FOB1p es un regulador negativo dentro de la ruta 
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FEAR (Cdc-Fourteen Early Anaphase Release) inhibiendo la disociación del 
complejo Cdc14-Cfi1/Net1 necesaria para la iniciación de anafase (revisado en 
Stegmeier y Amon, 2004).  
 
2.4. BARRERAS PARA LA REPLICACIÓN DEL rDNA DE RATÓN 
El rDNA de ratón está compuesto por unas 100 copias de unas 44 kb cada 
una, siendo el NTS de casi 31 kb (Figura 5). La terminación de la transcripción 
ocurre a unos 600 pb del extremo 3’ del gen 28S y está mediada por el factor 
terminador mTTF-1 (Murine Transcription Termination Factor) homólogo a REB1p 
de S. cerevisiae (Grummt y col., 1985). Esta proteína se une a un elemento 
repetido de 18 pb denominado “caja Sal”, ya que contiene la diana de la enzima 
de restricción Sal1. Existen diez de estas “cajas Sal” organizadas en cuatro 
grupos que actúan como terminadores específicos de la transcripción por RNA 
pol I de forma polar, es decir, únicamente son activos en la orientación adecuada 
respecto al sentido de la transcripción (Grummt y col., 1985; Gerber y col., 1997; 
Kuhn y col., 1990). 
 
El rDNA de ratón contiene una zona de barreras para la replicación que 
consiste en varios sitios de bloqueo de las horquillas, ubicados en la región de 
las “cajas Sal”. El análisis de los intermediarios de replicación mediante 
200 pb 
mTTF-1 
35 S 
TRANSCRIPCIÓN REPLICACIÓN 
Figura 5: Esquema de la zona de las barreras para la replicación del rDNA de ratón. Los bloques 
rojos señalan las Cajas Sal, donde la proteína mTTF-1 se une y ejerce las funciones de terminador de 
la transcripción y terminador de la replicación con polaridades opuestas. Bajo el esquema se 
esquematizan las horquillas de replicación detenidas en cada uno de los sitios de unión de mTTF-1 
(López-Estraño 1998) 
Cajas Sal 
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electroforesis bidimensional mostró que las horquillas se detienen en cada uno 
de los cuatro grupos de “cajas Sal” (López-Estraño y col., 1998) ya que se 
observó el mismo número de señales de intermediarios acumulados en las que 
la horquilla se encontraba detenida en cada una de las cajas Sal. Estos 
resultados, apoyados por otros realizados in vitro (Gerber y col., 1997; Pütter y 
Grummt, 2002), permitieron proponer que en mamíferos, las proteínas 
terminadoras de la transcripción juegan el papel adicional de bloquear la 
replicación que progresa en sentido contrario a la transcripción. Por tanto, la 
terminación de la transcripción y el bloqueo polar de la replicación estarían 
mediados por la unión de mTTF-1 a las secuencias terminadoras “cajas Sal” 
(López-Estraño y col., 1998). 
Como se mencionó anteriormente, al contrario de lo que ocurre en ratón, en 
S. cerevisiae el bloqueo de las horquillas en las dos barreras de su rDNA parece 
ser independiente de los factores cis y trans involucrados en la terminación de la 
transcripción. El sitio de unión de la proteína terminadora REB1p, equivalente y 
homóloga a mTTF-1, no coincide con las secuencias requeridas para RFB1 y 
RFB2. Además, las barreras no están afectadas en un mutante termosensible de 
REB1 creciendo a temperatura restrictiva (Ward  y col., 2000). 
 
2.5. BARRERAS PARA LA REPLICACIÓN DEL rDNA DE S. pombe 
El rDNA de S. pombe contiene de 100 a 150 copias repetidas en tándem, 
organizadas en dos loci ubicados en cada uno de los extremos del cromosoma III 
(Balzi y col.,1985; Maleszka y Clark-Walker, 1993; Pasero y Marilley, 1993). La 
transcripción termina, preferentemente, a 267 pb del extremo 3’ del gen 25S 
maduro (Melekhovets y col., 1997), cerca del primero de los dos sitios de unión 
de la proteína terminadora Reb1p (Zhao y col., 1997). Se han localizado cuatro 
barreras para la replicación en esta misma zona del rDNA de S. pombe, 
denominadas de 3’ a 5’ RFB1, RFB2, RFB3 y RFP4. (Figura 6) (Sánchez-
Gorostiaga y col., 2004, Krings y Bastia 2004). Las secuencias necesarias y 
suficientes para el bloqueo de la replicación en RFB2 y RFB3, coinciden con los 
17 pb de reconocimiento de Reb1p. Además, en un mutante en el que el gen 
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reb1+ fue delecionado, las barreras RFB2 y RFB3 desaparecieron cuando se  
ensayaron en plásmidos de replicación autónoma, permaneciendo únicamente 
RFB1 (Sánchez-Gorostiaga y col., 2004). Cuando se analizaron las barreras en el 
locus ribosómico en este mismo mutante, permanecieron solamente RFB1 y RFP4 
(Krings y Bastia, 2004) 
Estos datos demuestran que RFB1 y RFP4 son independientes de RFB2 y 
RFB3, y que estas últimas son dependientes de la proteína terminadora de la 
transcripción Reb1p. La secuencia requerida para RFB1 ha sido acotada en 
nuestro laboratorio en una región de 78 pb, entre los nucleótidos +677 y +754 
respecto del extremo 3’ del gen 25S (Sánchez-Gorostiaga, 2003). 
 
Así mismo, en mutantes swi1- y swi3-, las barreras RFB1-3 se inactivan 
(Krings y Bastia, 2004), lo que indica que estas dos proteínas son requeridas para 
la función de RFB1-3. Aún no se ha estudiado la naturaleza del sitio de pausa 
RFP4. 
Las diferencias observadas en la replicación del rDNA entre mamíferos y S. 
cerevisiae indican que, si bien sus barreras se han conservado a lo largo de la 
evolución, los factores que intervienen en el mecanismo molecular responsable y 
? 
ars300
100pb 
XhoI 
Reb1p 
T1 T2 
35 S 
TRANSCRIPCIÓN REPLICACIÓN 
HindIII 
RFB2 RFB3 RFP4 RFB1 
Figura 6: Esquema de las barreras para la replicación en el rDNA de S. pombe. Se indican las 
barreras descritas hasta el momento RFB1-3 (Sánchez-Gorostiaga, 2004) y RFP4 (Krings y Bastia, 
2004). RFB2 y RFB3 constituyen los sitios de unión de la proteína Reb1p (en amarillo) que ejerce las 
funciones de terminadora de la transcripción en un sentido y de la replicación en el otro.  
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su regulación podrían haber divergido, de modo que el papel ha sido asumido 
por los factores de terminación de la transcripción. 
Los resultados descritos indican que en S. pombe operan, al menos, dos 
mecanismos distintos e independientes para el bloqueo de la replicación: uno 
dependiente de los factores implicados en la terminación de la transcripción 
(RFB2 y RFB3), y otro independiente de este proceso (RFB1 y RFP4). Por lo 
tanto, S. pombe podría constituir una especie intermedia en la que ambos 
mecanismos descritos en S. cerevisiae y mamíferos coexisten. 
La parada de la horquilla de replicación, como se mencionó anteriormente, 
es causa de inestabilidad genómica y dispara los mecanismos de checkpoint de 
replicación, así como los de reparación. Podría decirse que es causa de alerta 
para la célula y que ésta debe responder ante esas situaciones para evitar esa 
inestabilidad que puede conducir a reordenamientos genómicos posiblemente 
deletéreos para la célula. Sin embargo, la integridad de las horquillas detenidas 
en sitios naturales, no requiere de algunos factores de checkpoint ni de 
recombinación (Calzada y col., 2005). Por tanto, la célula debe de ser capaz de 
distinguir entre una situación de riesgo provocada por una horquilla detenida 
de un modo accidental y otra detenida de forma natural. 
Recientemente, Calzada y col (2005) han estudiado los componentes del 
replisoma de S. cerevisiae en una horquilla detenida bajo el sistema RFB-FOB1p 
comparándolos con los presentes en una horquilla detenida a causa de la 
adición de hidroxiurea, agente que produce un descenso de los niveles de 
desoxiribunucleótidos y provoca la parada accidental de las horquillas de 
replicación. Entre los componentes del replisoma detenido de forma natural, se 
detectaron las proteínas TOF1, CSM3 y RRM3. Las dos primeras son  homólogas 
de Swi1p y Swi3p de S. pombe, que participan en la estabilización de la horquilla 
de replicación (Noguchi y col., 2004). Como se mencionó antes, RRM3p es una 
helicasa que facilita el desplazamiento del replisoma eliminando proteínas no 
histónicas unidas al DNA. La parada de la horquilla en este sistema RFB-FOB1p 
no requiere la presencia de Mrc1p, que interviene en la activación de los 
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mecanismos de checkpoint replicativo y parece formar parte del propio replisoma 
(Katou y col., 2003). 
Estos datos indican que los replisomas eucarióticos detenidos de forma 
programada tienen algunos componentes distintos a los presentes en las 
horquillas detenidas por daño producido en el DNA o estrés replicativo. Los 
resultados obtenidos por Calzada y col. (2005) indican que los replisomas 
eucarióticos bloqueados de forma natural y las detenidas accidentalmente son 
similares pero son regulados de forma distinta. 
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 OBJETIVOS 
Objetivos 
 
 
 
1. Identificación de factores proteicos de unión a la barrera RFB1 del 
rDNA de S. pombe 
 
2. Determinación de los requerimientos de secuencia para la actividad 
de RFB1. 
 
3. Estudio del requerimiento de la unión de Sap1p a RFB1 para la 
inducción de parada de las horquillas replicativas del DNA.  
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1. MATERIALES 
1.1. Material biológico 
Estirpes de Escherichia coli 
DH5αF’: F- φ80Z∆M15 ∆(lacZYA-argF)u169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-mk+) supE44 
thi-1 gyrA96, relA1. 
TOP10: F- mcrA∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80Z∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 araD139 
(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG (Invitrogen, Hanahan, D.,1983) 
Estirpes Schizosaccharomyces pombe 
S35 (h+, leu1-32) 
S117 (h-, leu1-32, ura4-D19, ade6-M210) 
D8 (h-, leu1-32, ura4-D19, ade6-M210, reb1+) 
D7 (h-, leu1-32, ura4-D19, ade6-M210, reb1∆::kanMX6+) 
EN3182 (h-, leu1-32, ura4-D18, swi1::kanr)  
EN3366 (h-, leu1-32, ura4-D18, swi3::kanr)  
sap1-FLAG (h+, sap1-3FLAG::kanr, leu1-32, ura4-D18)  
sap1-1 (h+, sap1-1ts -3FLAG::kanr, leu1-32, ura4-D18)  
sap1-27 (h+, sap1-27ts -3FLAG::kanr, leu1-32, ura4-D18)  
sap1-48 (h+, sap1-48ts -3FLAG::kanr, leu1-32, ura4-D18) 
sap1∆40-GFP (h+, leu1-32, ura4-D18, sap1∆40-GFP::hph) 
 
1.2. Medios de cultivo 
1.2.1. Medios de cultivo bacteriano 
La estirpe de E. coli DH5αF’ fue crecida a 37ºC en LB líquido (triptona 1%, 
extracto de levadura 0,5%, cloruro de sodio 1%) o sólido, conteniendo agar al 
1,5%), añadiendo 50-100 µg/µl de ampicilina. 
En el caso de TOP10, las células se crecieron en el mismo medio añadiendo 
0,2% de glucosa en condiciones de represión, o 0,02% de galactosa en 
condiciones de sobreexpresión. 
1.2.2. Medios de cultivo para S. pombe 
Los medios empleados se prepararon según Moreno y col. (1991)  
suplementados según necesidad con 0,47 mg/l de adenina, 0,23 mg/l de uracilo 
y/o 0,47 mg/l de leucina. 
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Para la selección de estirpes portadoras del gen de resistencia a higromicina 
(hph+), higromicina a 100µg/ml. 
 
1.3. REACTIVOS, ENZIMAS Y OLIGONUCLEÓTIDOS 
1.3.1. Reactivos generales 
Las sales, ácidos, bases inorgánicas y compuestos orgánicos componentes de 
los medios de cultivo y de todas las soluciones empleadas proceden de las 
firmas DIFCO, Merck, Pronadisa y Sigma. Empleamos la agarosa SeaKem LE 
(FCM) para los geles bidimensionales. 
1.3.2. Enzimas 
Las enzimas de restricción que se han empleado durante el desarrollo de 
esta tesis han sido suministradas por New England Biolabs y Roche Molecular 
Biochemicals. 
Para las reacciones de PCR se han empleado las DNA polimerasas 
recombinantes Recombitaq (LINUS) y Expand High Fidelity PCR System (Roche). 
Para los clonajes se usó DNA ligasa del bacteriófago T4 (USB). Para el 
marcaje de oligos se empleó el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. 
coli (Roche). Para otras reacciones se usaron fosfatasa alcalina, RNAsa A, 
proteinasa K (todas de Roche), lisozima (Calbiochem) y zimoliasa 20T de 
Arthreobacter luteus (ICN) 
1.3.3.  Oligonucleótidos 
Los desoxioligonucleótidos empleados han sido suministrados por: Roche, 
Allele Biothecnology e IDT.  
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Tabla 2: Oligonucleótidos empleados en el desarrollo de la tesis. En negrita se indican las 
dianas de restricción usados para el clonaje. 
 
 
 
Oligonucleótidos Secuencia 
pIRT2-ars1up 5'-CTGATGGAGGACTCGATTTAATG-3' 
pIRT2-leu2do 5'-TCCCATAATGGTGAAAGTTCC-3' 
RFB1mut a-fw 5'-GATCCCTTTCTTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3' 
RFB1mut a-rev 5'-GATCCACCACCAAGATAGCTCCTTGCACTGCGTTAAAGAAAGG-3' 
RFB1mut b-fw 5'-GATCCAGGGATTGCCATCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3' 
RFB1mut b-rev 5'-GATCCACCACCAAGATAGCTCCTTGCACTGATGGCAATCCCTG-3' 
RFB1mut c-fw 5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGACCTTAGCTATCTTGGTGGTG-3' 
RFB1mut c-rev 5'-GATCCACCACCAAGATAGCTAAGGTCACTGCGTTAAATCCCTG-3' 
RFB1mut d-fw 5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGCTAGCGCTTGGTGGTG-3' 
RFB1mut d-rev 5'-GATCCACCACCAAGCGCTAGCCTTGCACTGCGTTAAATCCCTG-3' 
RFB1mut e-fw 5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGTGTTGG-3' 
RFB1mut e-rev 5'-GATCCCAACACAAGATAGCTCCTTGCACTGCGTTAAATCCCTG-3' 
RFB1wt-fw 5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3' 
RFB1wt-rev 5'-GATCCACCACCAAGATAGCTCCTTGCACTGCGTTAAATCCCTG-3' 
Sap1∆40fw 5'-CCGAAAATAAGCGCCTTCAACAACTTCTCGATCATAACGATTTGTTGTCCA AGCTCGAGCCTCCCTCTGCTTACGCTCCCCGGATCCCCGGGTTAATTAA-3' 
Sap1tagrev 5'-CCGAATGATTCGCCTTGCACACAACTAGGAAGAGGGAGAAATGAAAGATAT TTACATCAAGCAGACCGTCAGTCAAAAGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3' 
SapEcoHis 5'-CCCGAATTCACCATGCATCATCATCATCATCATATGGAAGCTCCCAAGATG GAACTGAAGAGC-3' 
SapHind 5'-CCCAAGCTTGTTGGGATTAATGGTCACCA-3' 
SAS1wt-fw 5'-GATCCCCTCTAACGAGATATTTGCTTCGCTACGCTACGCG-3' 
SAS1wt-rev 5'-GATCCGCGTAGCGTAGCGAAGCAAATATCTCGTTAGAGGG-3' 
SpIfw 5'-GATCCCCTTGCACTGCGTTAAATCCCTCTCCTATTCTGCA-3' 
SpIrev 5'-GAATAGGAGAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGG-3' 
SpIIfw 5'-GATCCACCACCAAGATAGCTCCTTGCACTGCGTTACTGCA-3' 
SpIIrev 5'-GTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3' 
SpIIIfw 5'-GATCCATTTGAAAAGGGGGAACCACCAAGATAGCTCTGCA-3' 
SpIIIrev 5'-GAGCTATCTTGGTGGTTCCCCCTTTTCAAATG-3' 
SpIVfw 5'-GATCCTTACAAATGGAACTTGAAATTTGAAAAGGGGGACTGCA-3' 
SpIVrev 5'-GTCCCCCTTTTCAAATTTCAAGTTCCATTTGTAAG-3' 
SpRFB3-2 5'-CCCCTGCAGAATAGGAGAGGGATTTAA-3' 
SpRFB3-2bio 5'-Biotina-CCCCTGCAGAATAGGAGAGGGATTTAA-3' 
SpRFB3-3up 5'-CCCGGATCCTTACAAATGGAACTTGAA-3' 
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2. MÉTODOS 
2.1. CONSTRUCCIÓN DE PLÁSMIDOS 
2.1.1. Plásmido para la expresión de Sap1p en E. coli 
sap1+ se amplificó mediante PCR usando como molde DNA genómico de la 
estirpe de S. pombe S35, y como cebadores los  oligonucleótidos SapEcoHis y 
SapHind. El oligonucleótido SapEcoHis contiene en su extremo 5’, justo después 
de la diana de restricción para EcoRI y después del codón de iniciación, seis 
repeticiones del trinucleótido CAT, con el fin de etiquetar la proteína con seis 
histidinas en su extremo amino. El producto de PCR contenía las dianas de 
restricción para EcoRI y HindIII con las que fue digerido e insertado en el vector 
de expresión pBAD24 (Tabla 3). El plásmido pBAD24sap1 (Figura 7) resultante 
se usó para transformar la estirpe de E. coli TOP10. 
 
 
2.1.2. Plásmidos para el ensayo de las barreras para la 
replicación del rDNA en S. pombe 
Todos los fragmentos del DNA cuya replicación fue analizada se 
introdujeron en el vector de replicación autónoma pIRT2 (Figura 8) (Hindley y 
col., 1987), que contiene un sitio de clonación múltiple, el origen de replicación 
ars1 y el gen LEU2, que complementa la auxotrofía producto de la mutación 
leu1-32 de las estirpes usadas. 
sap1 
pBAD24_His6-sap1 
(5,3 Kb) 
EcoRI
HindIII
araC 
PBAD 
term 
ampr 
ColE1 
Figura 7: Esquema del plásmido de expresión para E. coli pBAD24_His6-sap1. Además del gen sap1, 
también se indica el promotor (PBAD), el terminador (term), el gen de resistencia (amp), el origen 
(ColE1) y el gen araC necesario para este sistema de expresión. 
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En algunos casos, se indica la orientación del inserto respecto al origen de 
replicación con los signos (+) o (-) a continuación del nombre. De esta forma 
distinguimos entre aquellos fragmentos que son replicados en el plásmido en el 
mismo sentido en el que en su contexto genómico provoca la parada de la 
horquilla replicativa (+) de los que son replicados en el sentido contrario (-). 
Cuando no se indica, el fragmento ha sido clonado en la orientación (+) (Tabla 
3). En todos los plásmidos la orientación de los fragmentos introducidos se 
confirmó mediante secuenciación (secuenciador automático ABi Prism 3700 
DNA Analyzer de Applied Biosystem, Servicio de Secuenciación Automática del 
CIB, CSIC). 
 
 
Para el plásmido p∆677-754, el inserto se generó mediante PCR con los 
oligonucleótidos SpRFB3-2 y SpRFB3-3up. Debido a que el resto de las 
secuencias a analizar no superaban los 40 pb, estos se obtuvieron por 
apareamiento de parejas de oligonucleótidos sintéticos de cadena simple (Tabla 
2), con las dianas de restricción en sus extremos adecuadas para la clonación. En 
todos los casos, los oligonucleótidos fueron fosforilados con polinucleótido 
quinasa y purificadas en columnas de Sephadex G-25. Para el anillamiento, los 
oligonucleótidos se mezclaron a una concentración equimolar en presencia de 
MgCl2 3 mM y NaCl 50 mM, desnaturalizadas a 95ºC durante 5 min y se dejó 
bajar la temperatura paulatinamente hasta temperatura ambiente. Los 
Figura 8: Esquema del plásmido de replicación autónoma para S. pombe en el que se han clonado 
todas las secuencias a analizar por geles bidimensionales de DNA. 
 
ars1 
PvuII 
PvuII 
pIRT2 
(6.6 Kb) 
LEU2 
Inserto 
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oligonucleótidos de cadena doble resultantes contenían los extremos cohesivos 
para ser clonados directamente en el vector pIRT2 previamente digerido. En el 
caso de los plásmidos p3’Rebs∆2-3 (I), (II), (III) y (IV), las clonaciones se 
dirigieron a BamHI y PstI. Para el resto, la clonación se realizó en BamHI para 
obtener las dos orientaciones. 
 
 
Tabla 3: Plásmidos construidos en esta tesis. En la columna de la derecha se especifica la secuencia que se 
ha insertado en cada caso así como los oligonucleótidos que se han utilizado para obtener el inserto. 
Nombre del plásmido Secuencia insertada y oligonucleótidos empleados 
p∆677-754 Fragmento RFB1 de 78pb (SpRFB3-2/ SpRFB3-3up) 
p3’Rebs∆2-3up(I) Fragmento I de RFB1 de 78pb (SpIfw/SpIrev) 
p3’Rebs∆2-3up(II) Fragmento II de RFB1 de 78pb (SpIIfw/SpIIrev) 
p3’Rebs∆2-3up(III) Fragmento III de RFB1 de 78pb (SpIIIfw/SpIIIrev) 
p3’Rebs∆2-3up(IV) Fragmento IV de RFB1 de 78pb (SpIVfw/SpIVrev) 
pRFB1mut a (+) RFB1 mut a (RFB1mut a fw/RFB1mut a rev) 
pRFB1mut a (-) RFB1 mut a (RFB1mut a fw/RFB1mut a rev) 
pRFB1mut b (+) RFB1 mut b (RFB1mut b fw/RFB1mut b rev) 
pRFB1mut b (-) RFB1 mut b (RFB1mut b fw/RFB1mut b rev) 
pRFB1mut c (+) RFB1 mut c (RFB1mut c fw/RFB1mut c rev) 
pRFB1mut c (-) RFB1 mut c (RFB1mut c fw/RFB1mut c rev) 
pRFB1mut d (+) RFB1 mut d (RFB1mut d fw/RFB1mut d rev) 
pRFB1mut d (-) RFB1 mut d (RFB1mut d fw/RFB1mut d rev) 
pRFB1mut e (+) RFB1 mut e (RFB1mut e fw/RFB1mut e rev) 
pRFB1mut e (-) RFB1 mut e (RFB1mut e fw/RFB1mut e rev) 
pRFB1 wt (+) RFB1 wt  (RFB1wt fw/RFB1wt rev) 
pRFB1 wt (-) RFB1 wt (RFB1wt fw/RFB1wt rev) 
pSAS1 (+) SAS1 wt (SAS1wt fw/SAS1wt rev) 
pSAS1 (-) SAS1 wt (SAS1wt fw/SAS1wt rev) 
pBAD24_His6-sap1 his6-sap1+ (SapEcoHis/ SapHind) 
 
2.2. CONSTRUCCIÓN DE LA ESTIRPE sap1∆40-GFP 
 Se transformó una estirpe silvestre con un producto de PCR, el cual se 
integraría eliminando la secuencia de DNA que codifica para los últimos 40 
aminoácidos de Sap1p introduciendo una cola de GFP a la proteína y el gen de 
resistencia a higromicina (hph+) como marcador. Se utilizaron como 
oligonucleótidos Sap1∆40 y Sap1tagrev (Tabla 2), los cuales contienen 80 pb 
homólogos en 5’ y en 3’ de la zona a delecionar. Como molde se empleó el 
plásmido pFA6a-GFP(S65T)-hphMX6 (Sato y col., 2005). Con este producto de 
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PCR se transformó una estirpe salvaje haploide mediante electroporación 
(apartado 2.3.2.) y se plaqueó en medio selectivo con el antibiótico higromicina. 
 
2.3. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS 
2.3.1. Transformación de E. coli 
Para preparar las células competentes de E. coli y transformarlas se 
utilizaron los métodos de cloruro de rubidio y choque térmico, descritos por 
Hanahan y col., (1986). 
2.3.2. Transformación de S. pombe 
Todas las estirpes de S. pombe se transformaron mediante electroporación, 
según el protocolo descrito por H. L. Prentice (1992). 
 
2.4. EXTRACCIÓN DE DNA 
2.4.1. Extracción de DNA de E. coli  
Para la purificación a pequeña escala del DNA plasmídico de E. coli se 
utilizó el kit High pure plasmid isolation, de Roche Molecular Biochemicals.  
2.4.2. Extracción de DNA de S. pombe  
Extracción de DNA para el análisis de transformantes 
Se partió de cultivos saturados de 10 ml, lo cuales fueron centrifugados a 
3000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Las células se resuspendieron 
en 1 ml de tampón citrato/fosfato (citrato/fosfato 50 mM a pH 5,6; EDTA 40 
mM a pH 8,0 y sorbitol 1,2 M) al que se añadió 1,5 mg de zimoliasa 20T. Las 
células se incubaron 15-30 min en esta solución a 37ºC, para digerir la pared 
celular. Los protoplastos se recogieron por centrifugación durante 10 s en 
microfuga y se lisaron en 550 µl de una solución al 10% de SDS en TE (Tris-HCl 
10mM y EDTA 1mM). A continuación se agregaron 175 µl  de acetato potásico 5 
M y se incubó a 4ºC durante 5 min. Después de centrifugar a 14500 rpm a 4ºC 
durante 15 min para eliminar los restos celulares, los ácidos nucleicos fueron 
precipitados añadiendo al sobrenadante un volumen igual de isopropanol. La 
mezcla se mantuvo a -20ºC durante 10 min, se centrifugó en las mismas 
condiciones anteriores y el pellet se resuspendió en 350 µl de 50 µg/ml de 
RNAsa A en TE. Después de una incubación a 65ºC durante 10 min, los ácidos 
nucléicos se desproteinizaron con fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) 
Materiales y Métodos 
 - 32 -
(PCIA). Finalmente, el DNA se precipitó con 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 
M y 2,5 volúmenes de etanol al 100% frío. Las muestras se centrifugaron a 14500 
rpm a 4ºC durante 15 min, se lavaron con etanol al 70% y se resuspendieron en 
50 µl de H2O bidestilada. 
Aislamiento de DNA para el análisis de la replicación genómica 
El método empleado se basó en el descrito por J. A. Huberman (1987) y 
Krings y Bastia (2004) con modificaciones. Los cultivos crecidos hasta fase 
exponencial se detuvieron por adición de azida sódica hasta 0,1% y se enfriaron 
en hielo durante 10 min. Seguidamente, las células se lavaron con agua destilada 
y los pellets se guardaron a -80ºC hasta su procesamiento. 
Para la extracción de DNA, las células fueron resuspendidas en 5 ml de 
solución NIB (glicerol 17%, MOPS 50 mM pH 7,2; acetato potásico 150 mM, 
Mg2Cl 2 mM, espermidina 500 µM, espermina 150 µM, zimoliasa 1,5 mg/ml) y 
se incubaron a 37ºC durante 30 min. Para confirmar la digestión de la pared se 
comprobó la lisis celular al microscopio óptico añadiendo SDS al 1% a una 
alícuota de 2 µl. Seguidamente, los protoplastos se diluyeron hasta 25 ml con 
agua destilada a 4ºC y se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min. Se procedió 
a la lisis celular resuspendiendo el pellet en 5 ml de tampón TEN50-50-100 (Tris-HCl 
50 mM, EDTA 50 mM y NaCl 100 mM) que contenía además SDS al 0,1% y 300 
µg/ml de proteinasa K, incubando la suspensión durante 1 h a 37ºC. A 
continuación, se ajustó el SDS a una concentración final de 1% y se incubó 1 h 
más a 37ºC y, luego, 2 h a 4ºC. Seguidamente, se añadió acetato potásico hasta 
una concentración final de 1 M y se incubó 1 h más. La muestra fue centrifugada 
a 9000 rpm a 4ºC durante 10 min y se añadió al sobrenadante un volumen igual 
de isopropanol a temperatura ambiente para luego volver a centrifugar en las 
mismas condiciones. El sobrenadante fue descartado y el pellet se resuspendió 
en 4 ml de TE a 4ºC durante unas 16 h. Se procedió después a la 
desproteinización del DNA mediante la extracción sucesiva con PCIA (25:24:1) y 
una vez más con CIA (24:1). Para precipitar el DNA se añadió acetato potásico 
hasta 0,3 M y etanol al 100% a temperatura ambiente y se centrifugó a 9000 rpm 
a la misma temperatura durante 10 min. El pellet se lavó con etanol al 70% y se 
resuspendió en 400µl de TE y se guardó a 4ºC hasta su utilización. Para su 
análisis mediante electroforesis bidimensional en geles de agarosa se usaron 10 
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µg de DNA total digeridos con la enzima adecuada en cada caso así como con 
RNAsa A a 0,1 µg/ml. 
Purificación de DNA para el análisis de la replicación plasmídica 
El protocolo está basado en el descrito por Caddle y Calos (1994) con 
modificaciones. Las células de cultivos exponenciales de 100 ml de las estirpes a 
estudiar se lavaron dos veces con agua destilada y se congelaron a -20ºC 
durante dos o más días. Para la extracción, se resuspendieron las células en 5ml 
de tampón citrato/fosfato con zimoliasa a 1,5 mg/ml y se incubaron a 37ºC 
durante 15 min. Tras comprobar la digestión de la pared como se describió 
anteriormente los protoplastos se recogieron por centrifugación (2000 rpm, 
temperatura ambiente durante 10 min), y se resuspendieron en 5 ml de TE50-50 
(Tris-HCl 50 mM a pH 8,0 y EDTA 50 mM a pH 8,0) con Sarcosil-NL 30 al 1,5% y 
300 µg/ml de proteinasa K y se incubaron a 37ºC durante 1 h. La 
desproteinización de ácidos nucléicos se realizó mediante extracciones sucesivas 
con PCIA hasta que desapareciera la interfase de color blanco seguidas de una 
extracción final con CIA. Los ácidos nucléicos se precipitaron seguidamente con 
2,5 volúmenes de etanol al 100% a temperatura ambiente. Por último, se 
centrifugaron las muestras durante 60 min a 13000 rpm y el pellet se resuspendió 
en 200 µl de agua destilada estéril a 4ºC durante 24 h. Para su análisis mediante 
electroforesis bidimensional en geles de agarosa se usaron 5 µg de DNA total 
para ser digeridos con la enzima adecuada en cada caso así como con RNAsa A 
a 0,1 µg/ml. 
 
2.5. ANÁLISIS DE LOS INTERMEDIARIOS DE REPLICACIÓN 
MEDIANTE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL EN GELES DE 
AGAROSA 
Este sistema se basa en que la forma de las moléculas de DNA, además del 
tamaño, influye sobre su movilidad electroforética. Esta técnica se desarrolló 
inicialmente para el análisis de los intermediarios de recombinación (Bell y 
Byers, 1983), y Brewer y Fangman (1987) la aplicaron al estudio de los 
intermediarios de replicación 
La electroforesis bidimensional en geles de agarosa permite conocer de qué 
modo es replicado un fragmento de restricción específico in vivo. El DNA total 
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de las células en estudio es digerido con las enzimas de restricción apropiadas. 
La muestra digerida se somete a una primera electroforesis cuyas condiciones 
permiten que los diferentes fragmentos de restricción generados se separen por 
su tamaño, sin que la morfología de los mismos afecte a su movilidad bajo un 
campo eléctrico: baja concentración de agarosa y bajo voltaje. La segunda 
dimensión se desarrolla en condiciones en las que la forma del fragmento 
influye notablemente sobre su movilidad electroforética: alta concentración de 
agarosa, alto voltaje y presencia de bromuro de etidio. El DNA del gel resultante 
es transferido e hibridado con una sonda específica para el fragmento cuya 
replicación se está analizando. La Figura 9 ilustra el modo en que migra un 
fragmento en estudio después de la segunda dimensión dependiendo del modo 
de replicación del mismo. Se pueden definir tres patrones básicos de 
hibridación. 
 
 
a) Cuando el fragmento es replicado por una horquilla que lo recorre de 
un extremo a otro se genera el patrón denominado “Y” (Figura 9, 
panel A).  
b) Si el fragmento en estudio contiene un origen de replicación,  se 
genera el patrón de “burbuja” (Figura 9, panel C) 
Figura 9: Patrones de hibridación generados, después de una electroforesis bidimensional en geles 
de agarosa, por los intermediarios de replicación de un fragmento de DNA cuando es replicado por 
una única horquilla (A), acumulación de intermediarios de replicación con forma de Y (B), por un 
origen de replicación interno (C) o por dos horquillas de replicación que entran simultáneamente 
en el mismo (D). 
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c) Cuando el fragmento es replicado por dos horquillas convergentes se 
genera el patrón de “Y doble” (Figura 9, panel D) 
Esta técnica también permite identificar si la replicación se detiene en alguna 
región dentro del fragmento de restricción analizado. Cuando este es el caso, se 
genera una señal de hibridación más intensa, debido a que el intermediario de la 
replicación correspondiente se acumula y es más abundante que el resto (Figura 
9, panel B). La posición de esta señal permite localizar la zona del fragmento 
donde se detiene la horquilla y determinar la polaridad de la barrera respecto 
del sentido de la replicación.  
En esta tesis, en la que se han analizado fragmentos con un tamaño de  entre 
3 y 4 kb, la primera dimensión se desarrolló en agarosa al 0,4% en TBE 1X a 
temperatura ambiente y a 1V/cm, durante unas 24 h. La segunda dimensión se 
realizó en presencia de bromuro de etidio a 0,3 µg/ml en agarosa al 1% en TBE 
1X a 4ºC y a 5 V/cm durante 8 o 10 h. 
 
2.5.1. Transferencia, marcaje e hibridación del DNA separado en 
geles de agarosa 
Transferencia de DNA 
Una vez realizada la electroforesis, los geles se trataron con ácido clorhídrico 
0,25 M durante 15 min tras lo cual se lavaron con agua destilada. El DNA se 
transfirió por capilaridad a una membrana de nylon (Zeta Probe, BioRad) con 
una solución de hidróxido de sodio 0,4 N. 
Marcaje radiactivo de sondas para la hibridación 
Las diferentes sondas empleadas durante el desarrollo del trabajo se 
marcaron con 40 µCi del precursor radiactivo {α-32P}dCTP, mediante la técnica 
de random priming extension utilizando el kit Ready-to-go de Amersham-
Pharmacia. Los dNTPs no incorporados se eliminaron mediante cromatografía 
en Sephadex G-50 de la misma casa comercial. 
Hibridación 
La solución empleada para hibridar el DNA consistió en SSPE 2X (NaCl 360 
mM, Na2HPO4·7H2O 20 mM y EDTA 2 mM a pH 8,0); leche descremada en 
polvo al 0,5%; sulfato de dextrano al 10%; SDS al 1% y 0,5 mg/ml de DNA de 
esperma de salmón, sonicado y desnaturalizado. En todos los casos se incubó la 
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membrana en esta solución entre 15 min y 4 h a 65ºC, y después se añadió la 
sonda marcada y desnaturalizada (1x106 cpm/ml) continuando la incubación 16 
h más a 65ºC. Finalizado el tiempo de hibridación las membranas fueron 
lavadas sucesivamente con SSC 2X/SDS 0,1%; SSC 0,5X/SDS 0,1% y SSC 
0,1X/SDS 0,1% a 65ºC durante 15 min en cada caso (SSC 1X: NaCl 6 M, citrato 
sódico 15 mM). Para las autorradiografías se usaron películas AGFA Curix RP2. 
 
2.6. PREPARACIÓN  DE PROTEÍNAS. 
2.6.1. Expresión de His6-Sap1p en E. coli 
La estirpe TOP10 de E. coli fue transformada con el plásmido pBAD24-His6-
sap1, cuya construcción se describió anteriormente (apartado 2.1.1.). Las células 
con dicho plásmido fueron crecidas hasta saturación en 50 ml de medio en 
condiciones de represión de la expresión de Sap1p por adición de 0,2 % de 
glucosa. El cultivo se diluyó hasta 2x107 células/ml y se creció en 500 ml del 
mismo medio hasta 2,5x108 células/ml. Las células fueron centrifugadas a 3000 
rpm a temperatura ambiente durante 5 min y lavadas en medio inductor de la 
expresión (LB con 0,02% de L(+)-arabinosa). Después del  lavado, las células se 
resuspendieron también en medio inductor y se dejaron crecer durante 2 h. 
Transcurrido este tiempo, las células se recogieron por centrifugación y se 
guardaron a -80ºC hasta su procesamiento. 
2.6.2. Extracción de proteínas totales de E. coli 
Las células procedentes de la expresión de His6-Sap1p fueron resuspendidas 
en 15 ml de solución de extracción (KCl 1 M a pH 8,0; Imidazol a 50 mM a pH 
8,0; lisozima 0,03 mg/ml; Britj-58 al 1% y dihidrocloruro de 
paraaminobenzamidina 1 mM). La suspensión celular se sometió a ultrasonido 
durante 3 ciclos de 30 s con descansos en hielo de 2 min y se centrifugó a 13000 
rpm a 4ºC durante 1 h para eliminar los restos celulares. Se midió la 
concentración de proteínas mediante Bradford y se guardó en alícuotas a -80ºC 
(Giraldo  y Díaz-Orejas, 2001). 
2.6.3. Purificación de His6-Sap1p por afinidad en columnas de Ni 
Este protocolo de purificación está basado en el descrito en  Giraldo y col. 
(1998). 
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La cromatografía se llevó a cabo 4ºC en un equipo estándar de Pharmacia. La 
columna utilizada fue XK-16/20 (Pharmacia), en la cual se empaquetaron 12 ml 
de sefarosa quelante (Chelating Sepharose Fast-Flow,Pharmacia). El contenido de la 
columna se activó con NiCl2 en exceso y se equilibró con al menos 10 volúmenes 
de solución A (KCl 1 M, Imidazol-HCl  50 mM, pH 8,0). Una vez equilibrada la 
columna, se cargaron en ella 45 ml de la fracción soluble procedente de la lisis 
celular de 1,5 l de cultivo saturado, con un flujo de 2 ml/min, tras lo cual se lavó 
la columna con la solución A. La elución se realizó con 250 ml de un gradiente 
lineal de imidazol desde 50 mM hasta 300 mM, utilizando la solución A y la 
solución B (KCl 1 M, Imidazol-HCl  300 mM, pH 8,0) a una velocidad de flujo de 
1 ml/min y recogiendo fracciones de 5 ml. La detección del pico de elución se 
realizó mediante un equipo de detección de Pharmacia. Las fracciones recogidas 
fueron analizadas en un gel SDS-PAGE al 12%. Las fracciones enriquecidas en 
His6-Sap1p se juntaron para ser dializadas durante 48 h frente a 4l de glicerol al 
10%, Hepes 20 mM pH 7,6; KCl 0,5 M; EDTA 0,1 mM y DTT (ditiotreitol) 2 mM. 
Finalmente, la concentración de proteína se estimó mediante espectrofotometría 
(Ultrospec 3300pro, Amersham Bioscience) y la muestra se almacenó en alícuotas a -
80ºC. 
2.6.4. Extracción de proteínas totales de S. pombe 
En todos los casos se partió de cultivos de 100 ml a una densidad de unas 
1x107 células/ml. Las células se recogieron mediante centrifugación a 3000 rpm 
a 4ºC durante 5 min, se lavaron en agua destilada fría y se guardaron a -80ºC 
para su posterior procesamiento. Para la extracción, las células fueron 
resuspendidas en 40 µl de solución lisis (Hepes 25 mM pH 7,6; EDTA 0,1 mM; 
KCl 150 mM; Triton X100 al 0,1%; urea 1 mM, glicerol al 25%; leupeptina 4 
µg/ml; pepstatina 2 µg/ml; aprotinina 2 µg/ml y PMSF 0,2 mM). La rotura de la 
pared celular se realizó añadiendo 1 ml de esferas de vidrio (425-600 micras de 
diámetro, Sigma) y utilizando el equipo FastPrep (BIO101/ThermoSavant) en 6 
ciclos a una velocidad de 5 (prefijada por el aparato) a 4ºC durante 20s. 
Finalmente, se añadieron 600 µl de solución de lisis fría y se centrifugaron las 
muestras a 4ºC durante unos segundos. Se recogió el sobrenadante y se 
centrifugó de nuevo durante 20 min. Se estimó la concentración de proteína de 
este segundo sobrenadante mediante Bradford y se guardó a -80ºC en alícuotas. 
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2.6.5. Purificación de Sap1p a partir de un extracto de proteínas 
totales de S. pombe 
La estrategia de purificación consistió en la utilización de esferas 
magnéticas, basándose en el protocolo descrito por Gabrielsen y Huet (1993) que 
se ilustra en la Figura 10. Se emplearon esferas magnéticas unidas a 
estreptavidina (Roche) a las que se unió el producto de PCR biotinilado generado 
con los primers SpRFB3-3up y SpRFB3-2-Bio que contiene la secuencia RFB1 que 
reconoce Sap1p. Se utilizaron unos 54 µg de este DNA biontinilado para unirlos 
a 0,5 mg de Streptavidina magnética. Para el equilibrado de la estreptavidina 
magnética y para su unión al DNA biotinilado se siguieron las especificaciones 
del producto. A continuación se añadieron 13 mg de un extracto proteico 
procedente de la estirpe D8 de S. pombe y se incubó a temperatura ambiente 
durante 20 min con agitación ocasional. Las condiciones de unión proteína-
DNA se detallan en el apartado 2.7.1. Para eliminar las proteínas de unión 
inespecífica al DNA, las esferas magnéticas se lavaron dos veces con la misma 
solución en la que se realizó la reacción de unión DNA-proteína. Seguidamente, 
las proteínas específicamente unidas al DNA se eluyeron con la solución de 
Figura 10: Estrategia de purificación de Sap1p a partir de un extracto total de proteinas de S. pombe 
y la secuencia de 78 pb biotinilada. 
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elución (KCl 1M, Hepes 25 mM a pH 7,6; EDTA 25 mM y DTT 0,5 mM) durante 
15 min a temperatura ambiente con agitación ocasional. El material eluído se 
dializó y concentró en columnas Microcon YM-100 (Millipore).  Las proteínas 
purificadas se analizaron mediante SDS-PAGE al 12% durante 2 h a 100 V. 
 
2.6.6. Generación de suero policlonal anti-Sap1p en conejo 
La inmunización se realizó en las instalaciones del animalario del Centro de 
Investigaciones Biológicas. Se utilizaron 2 conejos hembra raza neozelandesa. 
Previo a la inmunización se extrajeron 40 ml de sangre de cada uno de los 
conejos para obtener suero preinmune. Se realizaron cuatro inmunizaciones 
separadas por 15 días, la primera con 250 µg de His6-Sap1p en adyuvante 
completo (Freund’s Adjuvant Complete, Sigma) y el resto con 100 µg de proteína 
en adyuvante incompleto (Freund’s Adjuvant Incomplete, Sigma). Finalmente, se 
recogieron 150 ml de sangre por animal. Se dejó coagular la sangre 4h a 
temperatura ambiente y se incubó durante 16 h a 4ºC. Para separar el suero de 
las células sanguíneas, se centrifugaron las muestras a 2000 rpm a 4ºC durante 
20 min y el sobrenadante se repartió en alícuotas y se almacenó a -80ºC hasta su 
utilización. 
 
2.7. ANÁLISIS  DE PROTEÍNAS 
2.7.1. Ensayos del cambio de la movilidad electroforética (EMSA) 
para el análisis de la formación de complejos DNA-proteína 
Los fragmentos de DNA empleados en los ensayos EMSA se obtuvieron 
mediante PCR a partir de los plásmidos que contenían las secuencias a analizar. 
El fragmento de 78 pb que contenía RFB1 se obtuvo utilizando los 
oligonucleótidos SpRFB3-2 y SpRFB3-3up y utilizando como molde pIRT1.6(+) 
(Sánchez-Gorostiaga y col., 2004). El producto de PCR se digirió con BamHI para 
crear un extremo susceptible de ser marcado por la actividad DNA polimerasa. 
El resto de fragmentos utilizados en estos ensayos se generaron usando los 
oligos pIRT2-ars1up y pIRT2-leu2do y digeridos posteriormente con BamHI + 
HindIII o con BamHI. El marcaje se realizó usando 2 unidades del fragmento 
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli (Roche), 10-80 µCi de {α-32P}dCTP y 
una mezcla de dATP, dGTP y dTTP, a 166 µM cada una,  en 30 µl de tampón de 
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reacción (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; MgCl2 10 mM, DTT 1 mM y NaCl 100 mM). 
La reacción se extendió durante 20 min a temperatura ambiente, se añadió 
seguidamente 1 µl de una mezcla de dNTPs a 0,3 mM cada uno y se incubó 
otros 15 min. Finalmente, los fragmentos marcados se purificaron en columnas 
de Sephadex G-25 (Roche). 
Las reacciones de unión DNA-proteína se realizaron en un volumen final de 
20 µl conteniendo cantidades diferentes, en cada caso, de proteínas en glicerol al 
10%; Hepes 25 mM a pH 7,6; KCl 810 mM- 34 mM, indicado en cada caso; poli 
(dI·dC) 0,1 µg/µl y DNA de esperma de salmón sonicado 0,1 µg/µl. El primer 
EMSA se realizó, además, con 5 mM de MgCl2, y en el resto se eliminó el MgCl2 
y se añadió EDTA hasta 10 mM. Después de una preincubación de 5 min a 
temperatura ambiente, se añadieron de 0,04 a 0,8 ng del DNA marcado (10000 
cpm) y un exceso del mismo fragmento no marcado en el caso de las reacciones 
de competición realizadas para confirmar la especificidad. Tras 20 min de 
reacción a temperatura ambiente, se añadieron 4 µl de azul de bromofenol al 
0,008% y glicerol al 80%. Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 
6% (acrilamida:bisacrilamida 29:1) en TBE 0,5X. La electroforesis se desarrolló 
en este mismo tampón a 10 V/cm durante 2,5 h a 4ºC. Finalmente, el gel se secó 
al vacío sobre papel 3MM y se autorradiografió. 
 
2.7.2.  Separación electroforética de proteínas e inmunodetección. 
La separación de proteínas se realizó bajo condiciones reductoras en geles 
de SDS-poliacrilamida al 10% o al 12% en una solucion Tris 25 mM, glicina 192 
mM y SDS 1%. Se utilizaron dos equipos de separación electroforética: Mini-
Protean (BioRad) y SE-245 Mini-Vertical Unit (Pharmacia Biotech). Los geles se 
transfirieron a membranas de PVDF (Immun-Blot PVDF Membrane, BioRad) 
mediante electrotransferencia húmeda (Mini-Protean, BioRad) y semiseca (Trans-
Blot®SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad). En el primer caso, la transferencia se 
llevó a cabo en Tris 25 mM y glicina 192 mM a 30 V durante 2 h y a 4ºC. En el 
segundo caso, se utilizó como tampón Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1% 
y metanol al 20% y la transferencia se llevó a cabo a 12V durante 1,5h a 
temperatura ambiente. Para la detección de Sap1p en wetern blots se emplearon 
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dos anticuerpos: Anti-His6-Peroxidase (Roche) y anti-sap1p (generado en esta 
tesis) a una dilución de 1:5000 y 1:100-10000, respectivamente. 
Para la inmunodetección, las membranas se bloquearon con leche 
descremada en polvo al 5% en TBST  (Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM y Tween-
20 al 0,1%) a 4ºC durante toda la noche con agitación suave.  La incubación con 
el anticuerpo primario se realizó en la solución de bloqueo anterior a 
temperatura ambiente durante 2 h. Después, las membranas fueron lavadas tres 
veces durante 20 min con TBST. Cuando se usó como anticuerpo primario anti-
Sap1p,  el anticuerpo secundario empleado fue anti-conejo procedente de cabra, 
conjugado con peroxidasa (goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2030, Santa Cruz 
Biotechnology). La dilución usada fue entre 1:300 y 1:30000. Después, se lavaron 
las membranas en TBST para proceder al revelado. El sistema de detección 
usado fue SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce). Para las 
exposiciones se emplearon películas AGFA Curix RP2. 
 
2.7.3. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas. 
La identificación de Sap1p fue llevada a cabo mediante espectrometría de 
masas por el servicio de proteómica del Centro de Biología Molecular “Severo 
Ochoa” en la Universidad Autónoma de Madrid.  Los datos se procesaron 
usando dos rutinas distintas de búsqueda, Mascot y Profound. 
 
2.8. ANÁLISIS DE CÉLULAS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Se fijaron 107 células en 1 ml de etanol al 70% frío después de un lavado con 
1 ml de agua destilada. A continuación se procesaron 300 µl de muestra fijada, 
lavándola con 1 ml de citrato de sodio 50 mM. Seguidamente se resuspendió la 
muestra en 500 µl de dicho tampón conteniendo 100 µg/ml de RNAsa A y se 
incubó a 37ºC durante 2h. A continuación se añadieron 500 µl del mismo 
tampón conteniendo 4 µg/ml de ioduro de propidio y se sonicaron las muestras 
durante 10 s al 30% de potencia. Finalmente las células fueron procesadas en el 
Servicio de Citometría de Flujo del CIB (CSIC) usando un separador modelo 
FACS Vantage de Becton Dickinson.  
 
 
Materiales y Métodos 
 - 42 -
2.9. TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA DE S. pombe 
2.9.1. Fijación en etanol al 70% y tinción con DAPI 
Se tomaron muestras de unas 1x107 células en fase de crecimiento 
exponencial, se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min y se añadió al pellet 1ml 
de etanol al 70% frío mientras se agita el tubo en vórtex para fijarlas. Las células 
fijadas se guardaron a 4ºC hasta su utilización. 
En el momento de hacer la preparación, se tomaron 10 µl de las células 
fijadas, se hidrataron con 100 µl de H2O destilada o PBS y se recogieron por 
centrifugación a 3000 rpm durante 5 min. Después, las células se resuspendieron 
en 10 µl de H2O destilada o PBS. Para la tinción con DAPI, se añadió a las 
células rehidratadas 1 µl de una solución que contenía DAPI 10 µg/ml y p-
fenilendiamina 10 mg/ml, mezclando suavemente. Sobre un portaobjetos se 
depositaron unos 4µl de células ya teñidas y se colocó un cubreobjetos. Las 
imágenes de las células se capturaron en un microscopio con cámara 
(Microscopio Axioplan Universal de Zeiss, con cámara digital Leica DFC 350 FX). 
 
2.9.2. Inmunocitoquímica en S. pombe. 
Para la inmunodetección de la proteína Sap1 se utilizaron células 
procedentes de cultivos de 30ml en fase logarítmica, las cuales fueron 
concentradas por filtración a través de Whatman GF/C y fijadas con metanol a -
20ºC. Antes de su utilización, las células fueron rehidratadas mediante lavados 
sucesivos de 5 min con metanol al 75%, 50%, 25% y 0% en PBS a temperatura 
ambiente. Para la digestión de la pared celular, las levaduras se equilibraron en 
sorbitol 1,2 M en PBS y se añadió zimoliasa 1 mg/ml. Tras la digestión de 30 
min en agitación suave, las células fueron resuspendidas en TritónX-100 al 1% 
en PBS, centrifugadas y lavadas tres veces con PBS. Para el reconocimiento con 
el anticuerpo primario anti-Sap1, las células fueron resuspendidas en tampón 
PBAL (lisina-HCl 100 mM y BSA al 1% en PBS) a temperatura ambiente con 
agitación suave. Una vez resuspendidas, se centrifugaron para eliminar el 
tampón y se resuspendieron suavemente en el anticuerpo a una dilución 1:100 
en 100 µl de PBAL. Seguidamente, las células se incubaron durante una noche a 
4ºC tras lo cual se lavaron tres veces con PBAL durante 5 min los dos primeros 
lavados y 20 min el último, resuspendiendo suavemente en cada lavado. Para la 
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detección con el anticuerpo secundario (Alexa 488 anti-rabbit A-11001, M. Probes; 
Alexa 546 anti-rabbit IgG, A-11010, M. Probes), las células fueron resuspendidas 
en una dilución 1:300 de dicho anticuerpo en PBAL y se incubaron durante 1 h a 
temperatura ambiente. Seguidamente, se realizaron tres lavados del mismo 
modo que para el anticuerpo primario y, finalmente, después del último lavado, 
las células fueron resuspendidas en PBS. 
Las células se tiñeron con DAPI y se montaron en cubreobjetos para su 
observación al microscopio en el mismo equipo de mencionado en el apartado 
anterior. 
 RESULTADOS 
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1. ESTUDIO DE LOS FACTORES DE UNIÓN A RFB1 
En el rDNA de S. pombe se han definido cuatro barreras para las horquillas 
de replicación denominadas RFB1, RFB2, RFB3 (Sánchez-Gorostiaga y col., 2004) 
y RFP4 (Krings y Bastia., 2004). Las secuencias necesarias y suficientes para las 
barreras RFB2 y RFB3 se han caracterizado previamente en nuestro laboratorio 
de forma exhaustiva (Sánchez-Gorostiaga y col., 2004), habiéndose demostrado 
también que la proteína terminadora de la transcripción del rDNA Reb1p en los 
genes rRNA es necesaria para la parada de la replicación mediante su unión a 
RFB2 y RFB3. Sin embargo, las otras dos seguían siendo una incógnita. En 
cuanto a la barrera RFB1, la cual es la más potente de las cuatro y la primera con 
la que se encuentra la horquilla de replicación, nuestro laboratorio sólo llegó a 
definir una secuencia mínima de 78 pb suficiente para la parada de la horquilla 
(Sánchez-Gorostiaga, 2003). 
Esta secuencia de 78 pb no presentaba ninguna característica especial que 
pudiera inducir alguna estructura secundaria capaz de detener al complejo 
replicativo. Ya que RFB2 y RFB3 son dependientes de la unión de la proteína 
Reb1p, se consideró la posibilidad de que RFB1 necesitara también  uno o más 
factores proteicos en trans que se unieran directamente al DNA en RFB1. Con el 
objeto de comprobar esta hipótesis, se realizó un ensayo de cambio de la 
movilidad electroforética (EMSA) utilizando el fragmento de 78 pb mencionado 
como sonda y un extracto de proteínas totales de una estirpe silvestre de S. 
pombe. 
El resultado confirmó que existe al menos una proteína que se une a RFB1 
formando un complejo DNA-proteína estable (Figura 10). La abundancia del 
complejo aumenta conforme se incrementa la cantidad de proteínas en el ensayo 
(Figura 10, calles 2-5). La especificidad de este complejo se verificó mediante la 
adición de un exceso de sonda no marcada a la reacción (figura 10, calle 6).  
Para comprobar si esta proteína era distinta de Reb1p, se realizó el mismo 
utilizando un extracto proteico procedente de la estirpe reb1∆ (D7), en la que 
Reb1p está ausente. Como se puede observar en la calle 7 de la Figura 10, se 
obtuvo una señal retardada correspondiente a un complejo con la misma 
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movilidad que aquél que se obtuvo utilizando la estirpe silvestre. Con lo cual, 
existe al menos una proteína, distinta de Reb1p, que se une específicamente a 
RFB1 in vitro. A partir de este momento, denominamos a esta proteína de unión 
a RFB1 como Rfb1p, hasta su identificación. 
 
Se decidió purificar Rfb1p, para su posterior identificación mediante 
técnicas bioquímicas. 
La técnica usada se basó en el protocolo de purificación por afinidad, 
utilizando como señuelo el fragmento de 78 pb que contiene RFB1 (Ver 
Materiales y Métodos). 
 
 
Figura 10: Ensayo de retardo de la movilidad electroforética usando el fragmento de 78 pb que 
contiene RFB1 y cantidades crecientes de proteínas totales procedentes de la estirpe silvestre D8 
(calles 1-6) y de la estirpe reb1∆ D7 (calle 7). En las calles 2 a 5 se observa un único complejo DNA-
proteína, cuya especificidad se demuestra al añadir una cantidad 166 veces superior del mismo 
fragmento no marcado. En la calle 7 se puede observar un complejo de la misma movilidad 
electroforética que el que se forma con la estirpe silvestre reb1+. 
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1.1. OPTIMIZACIÓN DE LA FORMACIÓN DEL COMPLEJO Rfb1p-
DNA IN VITRO Y SU DISOCIACIÓN 
Previamente se optimizaron las condiciones de unión del complejo Rfb1p-
DNA así como de disociación del complejo una vez formado. 
La afinidad de una proteína al DNA viene determinada en gran medida por 
la fuerza iónica del tampón en el que se realiza la reacción de unión. Otro factor 
importante es el requerimiento de cationes divalentes de algunas proteínas 
(ejemplo: Moll y col., 2002) para su unión al DNA. La evaluación de estos 
factores se llevó a cabo mediante ensayos EMSA tras reacciones de unión 
empleando concentraciones decrecientes de KCl, desde 0,81 M hasta 0,034 M 
frente a un extracto proteico total procedente de una estirpe silvestre en 
presencia de 5 mM de MgCl2. En la Figura 11 se puede observar la aparición de 
dos complejos DNA-proteína de distinta movilidad electroforética. La banda de 
menor movilidad prácticamente desapareció usando 0,034 M de KCl. Por el 
contrario, el complejo de mayor movilidad aumentó su intensidad conforme se 
disminuía la concentración de KCl. (Figura 11, calles 1-6). 
 
 
1 6 2 3 4 5 7 
KCl +EDTA 
Complejo 
DNA-Proteina 
DNA libre 
Figura 11: Ensayo EMSA para la optimización de las condiciones de unión de Rfb1p a RFB1. Calles 
1-6: Disminución de la fuerza iónica del buffer de unión. Calle1: KCl 0,81 M; calle 2: 0,48 M; calle 3: 
0,24 M; calle 4: 0,12 M; calle5: 0,06M; calle 6: 0,034 M. Todas estas reacciones de unión se realizaron 
en presencia de 5 mM de MgCl2. Calle 7: Adición de 10 mM de EDTA a la reacción de unión a una 
concentración de KCl de 0,034 M. 
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Por otro lado, en ausencia de Mg2+ y añadiendo EDTA en el tampón se 
observó sólo el complejo de menor movilidad, con lo que se aseguraba que en 
estas condiciones se iba a formar un único complejo DNA-proteína (Fig.11, calle 
7). Esto suponía una ventaja puesto que la adición de EDTA dificultaría la unión 
inespecífica de secuencia de factores generales de unión a DNA que requieren 
estos iones divalentes (Imbalzano y col., 1994), así como la actividad DNAsa que 
pudiera estar presente en el extracto y que podría degradar la secuencia de 
DNA usada como señuelo. 
Tras estos resultados, se decidió utilizar en el ensayo de unión un tampón 
con la fuerza iónica proporcionada por KCl a una concentración de 34 mM y en 
ausencia de iones Mg2+ por la adición de EDTA a una concentración de 10 mM. 
Estas condiciones son las que se han descrito con detalle en el apartado de 
Materiales y Métodos. 
Seguidamente, se estudiaron distintas condiciones de disociación del 
complejo Rfb1p-DNA una vez formado, con objeto de maximizar la cantidad de 
Rfb1p obtenida durante su purificación. 
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Figura 12: Estudio de las condiciones de disociación del complejo Rfb1p-DNA. A. Después de la 
reacción de unión, las muestras se trataron durante 15 minutos con NaCl (calles 3-5), KCl (calles 
6-9) o urea (calle 10) a las concentraciones indicadas. Se estimó la eficacia de la disociación del 
complejo mediante EMSA, comparando con una reacción control no tratada C+ (calle 2). La calle 
1 corresponde a un control en el que no se añadieron proteínas a la reacción. B. Cuantificación de 
los resultados mostrados en A donde se estimó la cantidad relativa de la banda retrasada que 
permaneció tras el tratamiento (cuantificación realizada mediante el software “Image Gauge” Fuji) 
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Tras realizar el ensayo de unión como se acaba de describir, las muestras 
fueron incubadas durante 15 minutos en un tampón de alta fuerza iónica 
conteniendo NaCl o KCl (1 M, 1,5 M y 2 M) o en un tampón que contenía urea 4 
M. A continuación, la eficacia de la disociación del complejo se comprobó 
mediante EMSA (Figura 12). 
Como se observa en la figura, la banda correspondiente al complejo Rfb1p-
DNA disminuyó en todos los casos hasta casi desaparecer (Figura 12A, calles 3 a 
10), comparados con la reacción control no tratada (calle 2). Es decir, la mayor 
parte de la proteína se disoció del DNA bajo todas las condiciones ensayadas, si 
bien, la urea fue la que se mostró menos eficaz (Figura 12A, calle 10 y Figura 
12B). Puesto que el KCl a 1M fue algo más eficaz en la disociación del complejo 
que el NaCl (Figura 12B), se eligió para la elución de Rfb1p en el último paso de 
la purificación. 
 
1.2. PURIFICACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA Rfb1p DE 
S. pombe  
El proceso de purificación se realizó en varios tubos independientes 
escalando las condiciones establecidas en el apartado anterior usando un 
extracto proteico de la estirpe S35 de S. pombe (apartado 2.6.5. de Materiales y 
Métodos). 
Tras el proceso de purificación se detectaron tres bandas muy próximas 
entre sí, visibles en un gel SDS-PAGE (Figura 13). Las bandas fueron analizadas 
por separado por el servicio de proteómica del Centro de Biología Molecular 
“Severo Ochoa” mediante espectrometría de masas. Las tres bandas 
correspondieron a la misma proteína que resultó ser Sap1p (Switch Activating 
Protein). La diferencia de movilidad de las tres bandas podría corresponder a 
alguna modificación como, por ejemplo, fosforilación, que afectaría a la 
movilidad electroforética de la proteína. Este resultado es consistente con el 
mostrado en la Figura 11, en la que se observa un complejo DNA-proteína de 
intensidad más débil, de movilidad ligeramente menor a la del complejo más 
intenso, que podría ser debido a la unión de la proteína modificada al DNA. 
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Figura 13: SDS-PAGE al 12 % de las proteínas a lo largo del proceso de purificación de Rfb1p teñido 
con azul de coomasie. Calle 1: extracto completo; calle 2: mismo extracto después de su pase; por la 
columna de afinidad; calles 3y 4: proteínas procedentes de dos lavados sucesivos; calle 5: proteína 
eluída con 1 M de KCl. M: marcador de peso molecular (low range, BIO-RAD) 
 
 
1.2.1. Sap1p: “Switch Activating Protein” 
Sap1p es una proteína de 29 kDa que fue descrita por Arcangioli y Klar en 
1991. Es una proteína esencial y necesaria para un eficaz cambio del tipo de 
apareamiento (Arcangioli y col., 1994a) (Figura 14). Sap1p se une in vitro a una 
secuencia de DNA denominada SAS1, localizada en el locus mat1 del tipo de 
apareamiento en el cromosoma II (Figura 4, Introducción) (Arcangioli y col., 
1991; Arcangioli y col., 1994a). Sap1p forma dímeros en solución a través de un 
gran dominio α-hélice mediante el que se reconocen los monómeros (Bada y 
col., 2000). La función que se le ha atribuido es la de promover el cambio del 
tipo de apareamiento y parece que la ejerce a través de su unión a SAS1 
(Arcangioli y col., 1994a), ya que este cambio del tipo de apareamiento se ve 
afectado en ausencia de esta secuencia (mutación smt-0) aunque la viabilidad 
celular no se ve afectada (Styrkarsdottir y col., 1993). Esto demuestra que la 
esencialidad de Sap1p no reside en su función en este locus mat1. 
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2.  CONFIRMACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE Sap1p POR RFB1 
Para confirmar que la proteína responsable del complejo Rfb1p-RFB1 era 
Sap1p, se clonó el gen sap1+ en el vector de expresión para E. coli pBAD24 
inducible por arabinosa. Además se añadieron seis residuos de histidina en el 
extremo amino terminal para permitir su detección mediante western blot así 
como su posterior purificación en columna de níquel (Ver Materiales y Métodos). 
 
Tras varios ensayos de inducción de la expresión de Sap1p con distintas 
concentraciones de arabinosa (de 0,004% a 0,2%) y durante distintos tiempos de 
Figura 14: Sap1p (Switch activating protein) A. Esquema de los dominios de Sap1p (tomado de 
Arcangioli y col.,  1994b). I, II y III indican dominios esenciales pero no suficientes para unirse a 
SAS1. IV indica el dominio de dimerización y es requerido también para la unión específica a SAS1. 
V es un dominio necesario para la unión eficiente a SAS1. B. Modelo propuesto por Bada y col 
(2000) en el que muestran al dímero en forma de T formando complejo con un oligonucleótido de 18 
pb. Este modelo está basado en la estructura de coiled coil tomada del colágeno. 
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inducción, la expresión óptima se obtuvo a una concentración de arabinosa del 
0,02% durante 2 h.  En la Figura 15 se muestra la expresión de His6-Sap1p en 
estas condiciones sin y con arabinosa (calles 1 y 2), así  como su detección 
mediante western con un anticuerpo anti-His6 (calles 3 y 4). 
 
 
La especificidad de la unión de Sap1p por la secuencia RFB1 fue confirmada 
mediante EMSA usando extractos proteicos procedentes de una estirpe de E. coli 
transformada con pBAD24-His6-sap1, en condiciones de represión (Figura 15, 
calle 5) y de expresión de la proteína (calle 6), frente a la secuencia de 78 pb que 
contiene la barrera. La proteína recombinante His6-Sap1p se unió 
específicamente a RFB1 ya que sólo se obtuvo la formación del complejo cuando 
se indujo la expresión del gen his6-sap1+. 
 
 
 
 
 
His6-Sap1p-DNA 
DNA libre 
Figura 15: Expresión de His6-Sap1p en E. coli inducida mediante la adición de arabinosa al 0,02% al 
cultivo durante 2 h. Se extrajeron proteínas de 2,5x108 células, las cuales fueron separadas en un gel 
SDS-PAGE al 12% (calles 1 y 2). Las proteínas fueron transferidas a una membrana PVDF y His6-
Sap1p se detectó con un anticuerpo anti-His6 conjugado con peroxidasa (calles 3 y 4). Para 
confirmar la especificidad de la proteína recombinante por RFB1 se llevó a cabo un EMSA 
utilizando la sonda de 78 pb frente a extractos de proteínas procedentes de un cultivo de E. coli sin 
inducir (calle 5) e inducido (calle 6).  
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3. ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE UNIÓN DE Sap1p 
El análisis de la secuencia nucleotídica de SAS1 mostró que ésta estaba 
compuesta por tres repeticiones (a, b y c) imperfectas e invertidas, en las que a y 
b están separadas por 12 nucleótidos (Arcangioli y col, 1994b; Ghazvini y col., 
1995) (Figura 16A). Los sitios de unión de Sap1p a SAS1, caracterizados 
mediante ensayos de protección a DNAsaI, coincidían con las repeticiones 
mencionadas anteriormente (Arcangioli y col., 1991). 
 
 
El alineamiento de las secuencias SAS1 y RFB1 muestra que dos de las 
repeticiones de SAS1 están presentes también en RFB1, una de ellas sólo con un 
nucleótido no coincidente (Figura 16A). Ghazvini y col. (1995), mediante el uso 
de Sap1p recombinante y oligonucleótidos de doble cadena generados al azar, 
establecieron una secuencia consenso de entre aquellas que eran reconocidas 
con más afinidad por la proteína (Figura 16B). Esta secuencia está compuesta 
por dos repeticiones de cinco nucleótidos repetidos separados por otros cinco 
que actúan como secuencia espaciadora. En dicho espaciador, la cuarta posición 
está siempre ocupada por una timina. La secuencia RFB1 reúne todas estas 
características excepto por un nucleótido no coincidente. Teniendo en cuenta 
A 
SAS
RFB
CCTCTAACGAGATATTTGCTTCGCTACGCTACGC 
AGGGATTTAACGCAGT--GCAAGGAGCTATCTTGGTGGT 
a b c 
Figura 16: A: Comparación entre las secuencias RFB1 y SAS1. Los nucleótidos subrayados indican 
los sitios de protección a DNAsaI producidos por Sap1p (Arcangioli y Klar, 1991). B. Alineamiento 
de la secuencia consenso de Sap1p deducida por Ghazvini y col. (1995) y RFB1. Las letras 
mayúsculas y minúsculas de la secuencia consenso indican mayor o menor frecuencia, 
respectivamente, de los nucleótidos indicados de acuerdo con los autores. 
B 
Oligonucleótido 
consenso 
RFB1 AGGGATTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGT 
aTA CGagNTN AACG GA T c
a b c 
g C t
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estas consideraciones, la comparación entre SAS1 y RFB1 muestra que ambas 
secuencias contienen tres repeticiones imperfectas a, b y c, cuya repetición b se 
encuentra en orientación opuesta en una con respecto a la otra. Además, las 
repeticiones a y b de RFB1 están espaciadas por cinco nucleótidos, al igual que 
en la secuencia consenso definida por Ghazvini y col., mientras que en SAS1 
están separadas por 12 nucleótidos. En ambos casos, la cuarta posición del 
espaciador está ocupada por una T (Figura 16). Por lo tanto, RFB1 y SAS1 
presentan una gran similitud, aunque muestran diferencias que podrían ser 
relevantes  en la determinación del modo de unión de Sap1p y de su función en 
cada locus. 
 
4. CORRELACION ENTRE LA UNIÓN DE Sap1p A RFB1 Y EL BLOQUEO 
DE LAS HORQUILLAS DE REPLICACIÓN 
La hipótesis que se plantea en este trabajo es que Sap1p se une a RFB1 y que 
dicha unión es necesaria para la parada de las horquillas de replicación en RFB1. 
El hecho de que sap1+ sea un gen esencial no permite el estudio de estirpes 
mutantes de deleción de dicho gen como pudo hacerse con reb1 y las barreras 
RFB2 y RFB3 (Sánchez-Gorostiaga y col., 2004). Como alternativa, se 
construyeron una serie de mutaciones de RFB1 y estudiamos si, como es de 
esperar si la hipótesis es correcta, siempre que la mutación impidiera la unión 
de Sap1p, estudiada mediante EMSA, dicha secuencia se mostraría también 
incapaz de promover el bloqueo de la horquilla de replicación, ensayado in vivo 
en plásmidos de replicación autónoma. 
Con este planteamiento se estudiaron dos grupos de variaciones de RFB1 
que se detallan a continuación. 
 
4.1. ESTUDIO DE DELECIONES SOLAPANTES MEDIANTE GELES 
BIDIMENSIONALES Y EMSA 
Dado que la secuencia RFB1 de 78 pb contenía las tres repeticiones que, por 
comparación con SAS1, podrían ser necesarias para la formación del complejo 
Sap1p-RFB1, estudiamos su relevancia dividiendo la secuencia inicial en cuatro 
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fragmentos solapantes I-IV que contenían, respectivamente sólo dos de las 
repeticiones (a y b), las tres (a, b y c), sólo una de ellas (c) o ninguna (Figura 17). 
 
 
Para el análisis del efecto de estas secuencias sobre la progresión de la 
horquilla replicativa, se clonó cada fragmento en el plásmido de replicación 
autónoma pIRT2 cerca del origen ars1, en aquella orientación en la que son 
replicadas en el mismo sentido en el que RFB1 detiene a la horquilla en su 
contexto genómico, es decir, en la orientación potencialmente activa (Figura 
18A). Cada uno de estos plásmidos fue usado para transformar la estirpe 
silvestre S35 y se analizaron los intermediarios de replicación mediante 
electroforesis bidimensional del fragmento de restricción PvuII (Figura 18). 
Como se puede observar en la Figura 18B, sólo el fragmento II, que contenía 
las tres repeticiones, provocó la parada de la horquilla, como indica la 
acumulación de intermediarios de replicación en la parte ascendente del arco de 
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Figura 17: Ubicación de las barreras RFB1, RFB2, RFB3 y RFP4. Esquema de la secuencia de 78 
pb que contiene RFB1, indicando la localización de las repeticiones a, b y c. Las líneas I-IV 
corresponden a los subfragmentos solapantes analizados mediante electroforesis bidimensional 
y EMSA en las figuras 18 y 19.  
+1 
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Y (flecha). La posición en el arco de esta señal se corresponde con la localización 
de la secuencia II dentro del fragmento PvuII analizado. El análisis de la 
replicación de los fragmentos I, III y IV dio como resultado un arco de Y sin 
acumulación de intermediarios en el lugar que corresponde al fragmento en 
estudio. Estos resultados sugerían que se requieren las tres repeticiones a, b y c 
para que RFB1 sea funcional y que las 30 pb del fragmento II son suficientes 
para esa función. 
 
 
Con objeto de comprobar si existía una correlación entre la capacidad de los 
fragmentos I al IV para detener a la horquilla y la unión de Sap1p a dichas 
secuencias, se realizaron ensayos EMSA usando cada uno de estos fragmentos y 
Sap1p purificada de extractos totales de S. pombe. 
 
II III 
ars1 
PvuII 
PvuII 
pIRT2 
(6.6 kb) 
LEU2 
Inserto 
A 
B 
Figura 18: Ensayo de la parada de la horquilla replicativa inducida por los subfragmentos I al IV de 
RFB1. A. Mapa del vector pIRT2 en el que se indica el sitio donde se insertaron cada uno de los 
subfragmentos. El arco interno indica el fragmento usado como sonda en la hibridación de los geles 
bidimensionales. B. Autorradiografías de los geles bidimensionales correspondientes al análisis de 
cada uno de los subfragmentos. La flecha indica la acumulación de intermediarios de replicación 
como consecuencia de la parada de la horquilla en el subfragmento II. 
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En la Figura 19 se puede observar que Sap1p se unió con alta afinidad 
solamente al fragmento II (calle 4), aquél que contenía las tres repeticiones y el 
único que fue capaz de detener la progresión de la horquilla. 
 
 
 
Sap1p también mostró cierta afinidad, aunque mucho más débil, por el 
fragmento I, que contiene sólo las repeticiones a y b. Este resultado indicaba que 
la parada de la horquilla en RFB1 requiere la unión de Sap1p al DNA, 
probablemente a través de las repeticiones a, b y c. 
  
4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA MUTACIÓN DE CADA 
REPETICIÓN DE RFB1 
Para determinar la importancia de cada una de las repeticiones presentes en 
RFB1 para su función como barrera y comprobar si esta función requiere la 
Complejo 
Sap1p-DNA 
DNA libre 
Fragmento: 
Sap1p:   + - 
1 6 5 4 3 2 7 8 
I II III IV 
+ - + - + - 
Figura 19: Ensayo EMSA de la unión de Sap1p a los fragmentos I-IV estudiados en la Figura 18. Se 
utilizaron 0,57µg de Sap1p purificada a partir de extractos totales de S. pombe (calles pares) y cada 
uno de los fragmentos marcados. Como control negativo, en todos los casos se realizaron ensayos en 
ausencia de Sap1p (calles impares). 
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formación del complejo Sap1p-RFB1, se utilizó la misma estrategia anterior. Las 
mutaciones consistieron en el reemplazo de los nucleótidos de cada una de las 
repeticiones por otras del modo menos conservativo: las adeninas fueron 
reemplazadas por citosinas, las guaninas por timinas y viceversa (Figura 20). 
Además, se diseñaron también mutaciones de secuencias externas localizadas a 
ambos lados del grupo de repeticiones. 
 
 
Igual que en el apartado anterior, cada una de estas secuencias mutadas fue 
insertada en pIRT2 en ambas orientaciones para analizar la replicación de los 
plásmidos resultantes mediante electroforesis bidimensional. 
 
Como se puede observar en las Figura 21, la mutación de cualquiera de las 
repeticiones supuso la pérdida de la función RFB1 (paneles Mut 2, Mut 3 y Mut 
wt    5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3’ 
 
Mut 1   5'-GATCCCTTTCTTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3’ 
 
Mut 2   5'-GATCCAGGGATTGCCATCAGTGCAAGGAGCTATCTTGGTGGTG-3’ 
 
Mut 3    5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGACCTTAGCTATCTTGGTGGTG-3’ 
 
Mut 4    5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGCTAGCGCTTGGTGGTG-3’ 
 
Mut 5    5'-GATCCAGGGATTTAACGCAGTGCAAGGAGCTATCTTGTGTTGG-3’ 
Figura 20: Esquema de la secuencia no modificada de RFB1 (wt) y de las mutaciones diseñadas para 
su análisis mediante geles bidimensionales de DNA y ensayos EMSA. En verde se indican los 
nucleótidos modificados. Las flechas indican las repeticiones no modificadas. Estas secuencias en 
forma de doble cadena fueron sintetizadas e insertadas en ambos sentidos en el sitio BamHI en 
pIRT2, mediante la adición de extremos cohesivos BamHI en cada extremo de los oligonucleótidos 
(indicados en negrita). 
a b c 
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4), mientras que las mutaciones externas que no afectaban a las repeticiones 
seguían siendo activas (paneles Mut 1 y Mut 5).  
 
 
 
Ninguna de estas secuencias presentó acumulación alguna de 
intermediarios de replicación cuando se insertaron en la orientación inactiva 
(Figura 22). 
 
Estos resultados indican que las tres repeticiones a, b y c de RFB1 son 
requeridas para la parada de la horquilla de replicación, mientras que las 
secuencias flanqueantes a las repeticiones no son necesarias. 
wt (+) Mut 1 (+) 
Mut 4 (+) Mut 5 (+) Mut 3 (+) 
Mut 2 (+) 
Figura 21: Análisis de los intermediarios de replicación de la secuencia original de RFB1 (wt) y de 
sus mutaciones Mut1-Mut5 en sentido (+). Se analizó el fragmento PvuII de los plásmidos indicados 
y se utilizó como sonda el mismo fragmento del plásmido pIRT2. Las flechas indican los 
intermediarios de replicación acumulados a causa de una barrera activa. 
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El estudio mediante ensayos EMSA de la capacidad de unión de Sap1p a 
estas secuencias demostró de nuevo una correlación entre esta unión y la parada 
de la horquilla de replicación. 
Como se observa en la Figura 23, la mutación de cualquiera de las 
repeticiones provocaba la desaparición de la banda retrasada (calles 4, 5 y 6), no 
así en el caso de las mutaciones en las secuencias flanqueantes Mut 1 y Mut 5 
(calles 3 y 7), lo que indica la necesidad de la presencia de las tres repeticiones 
para que Sap1p pueda reconocer la secuencia y unirse a ella. En Mut 4, donde la 
repetición c ha sido mutada, se observa una señal muy débil  (calle 6), lo cual es 
consistente con la débil señal retrasada que se obtuvo sobre el fragmento I 
(Figura 19, calle 2), el cual carecía de la repetición c. 
Todos estos resultados permiten concluir que las repeticiones descritas, 
presentes en RFB1, son imprescindibles para el bloqueo de la horquilla de 
Figura 22: Análisis de los intermediarios de recombinación de la secuencia original de RFB1 (wt) y 
de sus mutaciones Mut1-Mut5 en sentido (-). Se analizó el fragmento PvuII de los plásmidos 
indicados y se utilizó como sonda el mismo fragmento del plásmido pIRT2. Ninguna de las 
secuencias analizadas en sentido (-) fue capaz de acumular intermediarios de recombinación. 
 
wt (-) Mut 1 (-) 
Mut 4 (-) Mut 5 (-) Mut 3 (-) 
Mut 2 (-) 
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replicación del rDNA y que este bloqueo ocurre a través de la unión del rDNA a 
la proteína Sap1. 
 
5. ANÁLISIS DE LA REPLICACIÓN DE LAS SECUENCIA SAS1 Y RFB1 
Como se ha mencionado en la introducción, en la zona 3’ del locus mat1 
existe un sitio de pausa para la horquilla de replicación que se mueve hacia mat1 
denominado MPS1 (Dalgaard y Klar, 2000). Se ha propuesto que esta pausa 
MPS1 está causada por la propia “huella”, necesaria para el cambio del tipo de 
apareamiento, y que la rotura de la horquilla detenida promovería la 
recombinación con el locus silenciado y la conversión génica. SAS1, la secuencia 
de unión de la proteína Sap1, está localizada a 134 pb en 3’ de MPS1. Dalgaard y 
Klar (2000) comprobaron que en una estirpe en la que se ha producido la 
deleción smt-0 (Styrkarsdottir y col., 1993) que incluye SAS1, se seguía 
observando en geles bidimensionales una acumulación de horquillas detenidas 
en la zona, de lo que podría concluirse que SAS1 no provoca parada de las 
wt c. esp 2 wt 3 4 5 1 
1 6 5 4 3 2 7 8 
Complejo 
Sap1p-DNA 
DNA libre 
Secuencia 
mut 
Figura 23: Ensayo EMSA usando los fragmentos que contienen las mutaciones mut 1, mut 2, mut 3, 
mut 4 y mut 5 de RFB1 así como el control positivo (wt) y 0,57 µg de Sap1p. En la calle 1 no se 
añadió proteína. Se puede observar que tanto el wt como las secuencias mut 1 y mut 5, cuyas 
mutaciones eran externas a las repeticiones a, b y c se observa una banda retrasada como 
consecuencia de la unión de Sap1p a la secuencia, mientras que en el caso de mut 2, mut 3 y mut 4 
dicha banda no aparece. La calle 8 muestra un control de especificidad empleando unas 166X veces 
la secuencia wt fría como competidor. 
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horquillas de replicación. Esta aparente discrepancia entre el efecto de SAS1 y 
RFB1 sobre la replicación, podría deberse a que, a consecuencia de las 
diferencias de secuencia de estos dos sitios, el modo de unión de Sap1p a cada 
uno de ellos fuera distinto y esto causara un cambio de la polaridad con que 
cada secuencia inhibe el progreso de las horquillas. Por esa razón se decidió 
clonar la secuencia SAS1 en pIRT2 para estudiar el avance de la horquilla en 
ambos sentidos. Como control se estudió también la replicación de RFB1. 
 
 
 Como era de esperar, RFB1 se comportó como una barrera polar que impide 
el avance de la horquilla cuando se inserta en el plásmido en la orientación 
activa (Figura 24A, pRFB1+) sin efecto cuando el sentido de la replicación es el 
contrario (Figura 24A, pRFB1+). Sin embargo, SAS1 no indujo la acumulación de 
intermediarios de replicación en ninguno de los dos sentidos (Figura 24B). 
Estos resultados parecen indicar que el efecto que Sap1p ejerce en estos dos 
loci sobre la horquilla de replicación es diferente. En el rDNA Sap1p es capaz de 
detener la horquilla, mientras que en el locus del tipo de apareamiento no 
RFB1 
c ba
(-) (+) 
pRFB1(+) pRFB1(-) pSAS1(-) pSAS1(+) 
SAS1 
c ba
(-) (+) 
 
A B 
Figura 24: Análisis de los intermediarios de replicación de las secuencias RFB1 y SAS1 insertadas en 
el plásmido pIRT2 (Ver Figura 8A). Se analizó el fragmento PvuII de los plásmidos indicados y se 
utilizó como sonda el mismo fragmento del vector pIRT2. En los esquemas, las flechas (+) indican el 
sentido de la horquilla de replicación cuando RFB1 o SAS1 es replicado en el sentido potencialmente 
activo y las flechas (-) en el sentido potencialmente inactivo A. El esquema de RFB1 muestra la 
disposición de las repeticiones a, b y c. Las autorradiografías muestran que sólo se produce 
acumulación de intermediarios de replicación en RFB1 (+) (flecha) B. El esquema muestra la 
disposición de las repeticiones a, b y c de SAS1. No se observó acumulación de intermediarios en 
ninguno de los dos sentidos. 
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afectaría al avance de la maquinaria replicativa. Esta diferencia podría deberse a 
la distinta disposición de las repeticiones en RFB1 y SAS1, lo que determinaría 
modos diferentes de unión de Sap1p al DNA en cada locus. 
 
6. ANÁLISIS DE LA FUNCIÓN RFB1 EN ESTIRPES swi1∆ Y swi3∆ 
Los dos sitios naturales de parada de las horquillas de replicación presentes 
en el locus mat1 de S. pombe requieren las proteínas Swi1 y Swi3 (Dalgaard y Klar 
2000). Estas dos proteínas parecen actuar conjuntamente como un heterodímero 
habiéndose propuesto que forman parte de un complejo general de 
estabilización de horquillas detenidas y que son necesarias para el checkpoint en 
fas S que detiene la división celular como respuesta a la presencia de estas 
horquillas detenidas (Noguchi y col., 2004).  
Con objeto de conocer si Swi1p y Swi3p están también relacionadas con la 
parada de horquillas en la barrera RFB1 del rDNA se analizó la replicación del 
plásmido p∆677-754, que lleva los 78 pb correspondientes a RFB1, introducido 
en las estirpes swi1∆ (EN3366) y swi3∆ (EN3182), cedidas por el doctor Paul 
Russell (Noguchi y col., 2004). Como se observa en la Figura 25, en ninguna de 
las estirpes mutantes se produjo acumulación de intermediarios de replicación, 
indicando que también en el caso de RFB1, Swi1p y Swi3p son necesarias para la 
parada de la maquinaria replicativa. 
Durante el transcurso de la realización de esta tesis, el grupo de Deepak 
Bastia comprobó que estas dos proteínas también se requieren para la actividad 
de las otras dos barreras del rDNA de S. pombe, RFB2 y RFB3 (Krings y Bastia, 
2004). 
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7. ANÁLISIS DE MUTANTES TERMOSENSIBLES sap1ts 
Como se ha comentado anteriormente, Sap1p es una proteína esencial 
(Arcangioli y col., 1991). 
Uno de los objetivos de esta tesis era generar estirpes mutantes 
condicionales para el gen sap1+ para estudiar el requerimiento de este gen en la 
función de RFB1 y su posible relación entre el papel de Sap1p en el rDNA y su 
naturaleza esencial.  
Sin embargo, el Dr. Noguchi (Drexler University) nos ofreció la posibilidad 
de emplear tres estirpes sap1ts construidas en su laboratorio dentro de una 
colaboración entre los dos grupos. 
Estas estirpes fueron generadas a partir de otra a la que previamente sap1+ 
había sido etiquetada con tres repeticiones del péptido FLAG (estirpe sap1-
FLAG) (Figura 26). Para la obtención de las estirpes termosensibles, el gen sap1+ 
endógeno fue sustituido por los productos de PCR mutagénicas generados con 
el DNA de la estirpe sap1-FLAG, aislándose tres estirpes termosensibles (sap1-1, 
sap1-27 y sap1-48, Figura 26). 
Figura 25: Requerimiento de las proteínas Swi1 y Swi3 para la actividad de RFB1. A. Esquema del 
fragmento de 78 pb correspondiente a RFB1 analizado, el cual fue insertado en pIRT2 para obtener el 
plásmido p∆677-754. B. Análisis de los intermediarios de replicación del fragmento PvuII del 
plásmido p∆677-754 que contiene la secuencia RFB1, en una estirpe de S. pombe wt (S35), swi1 ∆ 
(EN3182) y swi3∆ (EN3366). 
RFB1 (78 pb) 
A 
B 
c a b 
swi1 ∆ swi3 ∆ wt 
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7.1. ESTUDIO DEL FENOTIPO DE LAS ESTIRPES sap1ts 
 
7.1.1. CRECIMIENTO 
Como se puede observar en la Figura 27A, los mutantes más sensibles al 
cambio de temperatura fueron sap1-1 y sap1-48.  
Los resultados obtenidos en cultivos líquidos fueron similares a estos. Se 
crecieron cultivos a 25ºC hasta una OD600 ≅ 0,1 y se transfirieron a 35ºC, 
estudiándose el crecimiento de las estirpes mutantes comparados con la wt 
(Figura 27B) a lo largo del tiempo desde el cambio a temperatura restrictiva. De 
nuevo, la estirpe sap1-48 fue la más sensible seguida de sap1-1 y sap1-27. 
 
 
 
 
 
Figura 26: Construcción de las estirpes sap1-FLAG y sapts. El producto de la PCR mutagénica se 
utilizó para transformar la estirpe sap1-FLAG y se seleccionaron colonias sensibles al aumento de 
temperatura, (Resultados del Dr. Noguchi) (pFA6a-3FLAG-KanMX6, Bähler y col., 1998) 
 
3-FLAG kan Pnmt1 
pFA6a-3FLAG-KanMX6 
PCR mutagénica 
sap1 3-FLAG kan 
Estirpe sap1-FLAG 
sap1-1 sap1-27 sap1-48 
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7.1.2. TINCIÓN CON DAPI Y OBSERVACIÓN AL MICROSCOPIO 
DE FLUORESCENCIA 
Se tomaron muestras de los cultivos de las células sap1ts 2 h después del 
paso a temperatura restrictiva, las cuales fueron fijadas, teñidas con DAPI y 
observadas al microscopio de fluorescencia. Las células de la estirpe sap1-27 no 
presentaron ninguna anormalidad comparada con las de la estirpe silvestre 
(Figura 28, sap1-FLAG). Sin embargo, un gran número de células de las estirpes 
sap1-1 y sap1-48 habían sufrido la formación del septo y citocinesis en ausencia 
de división del núcleo, conocido como fenotipo cut (Uemura y Yanagida, 1984; 
Hirano y col., 1986) (Figura 28, sap1-1 y sap1-48). Este fenotipo da lugar a células 
sin núcleo o con una cantidad muy pequeña de carga de DNA. A parte del 
fenotipo cut, algunas de las células sap1-1 y sap1-48 presentaron un aspecto 
alargado multiseptado y con una carga de DNA anormal. Después de unas 6 h 
de crecimiento, aumentó el número de células alargadas y con un núcleo 
0,1 
2 4 6 8 10 
2 
1 
Horas a 35ºC 
sap1-FLAG 
sap1-27 
sap1-1 
sap1-48 
wt 
sap1-1 
sap1-27 
sap1-48 
25ºC 32ºC 35ºC 
106 105 104 103 102 106 105 104 103 102 106 105 104 103 102 
A 
B 
Figura 27 Resultados: A. Resultado del crecimiento de diluciones en placa de las sap1-FLAG y sapts a 
distintas temperaturas. B. Curva de crecimiento de las estirpes sap1ts y sap1-FLAG a temperatura 
restrictiva (35º).  
 
O
D
60
0 
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anormal (resultados no mostrados), lo cual es consistente con el aumento de 
densidad óptica de estas estirpes descrito en el apartado anterior. Este aumento 
no es debido a la división celular sino al aumento de tamaño de las células y a 
restos de muerte celular. 
 
Figura 28: Micrografías tomadas al microscopio de contraste de fases y fluorescencia (tinción con DAPI) 
2h después del cambio a temperatura restrictiva. Las flechas indican características del fenotipo cut. 
sap1+ 
sap1-1 sap1-48 
10µm 
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7.1.3. CITOMETRÍA DE FLUJO DE LAS ESTIRPES sap1ts 
Para obtener información acerca del efecto de la temperatura restrictiva 
sobre el ciclo celular de las células sap1ts, se analizó el contenido de DNA y el 
tamaño celular por citometría de flujo a temperatura permisiva (25ºC) y durante 
las dos primeras horas de crecimiento después de cambiar la temperatura a 
35ºC. 
Como se observa en la Figura 29A, al cabo de 1h y 2h de crecimiento a 35ºC, 
los mutantes sap1-1 y sap1-48 presentan una mayor variabilidad de carga de 
DNA, así como células con un contenido inferior a 1C. Estas células con bajo 
contenido de DNA podrían corresponder a restos celulares resultado de muerte 
celular y a células que han sufrido segregación asimétrica como consecuencia de 
un fenotipo cut. También se observó un efecto sobre el tamaño celular, 
produciéndose, sobre todo en las estirpes sap1-1 y sap1-48, un incremento del 
mismo y un aumento de la heterogeneidad (Figura 29B). 
 
 
 
 
 
Contenido de DNA 
wt sap1-1 sap1-27 sap1-48 
A 
0h 0h 0h 0h 
1h 1h 1h 1h 
2h 2h 2h 2h 
wt sap1-48 sap1-27 sap1-1 
B 
Figura 29: Citometría de flujo de las estirpes wt (sap1-FLAG) y sap1ts crecidas a temperatura 
restrictiva durante los tiempos indicados. A. Distribución de la carga de DNA de las células 
analizadas. B. Relación del contenido de DNA de las células analizadas con respecto al tamaño 
celular. 
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Estos resultados son coherentes con los obtenidos al estudiar el crecimiento 
de los mutantes sap1ts. La estirpe más sensible es sap1-48 seguida de sap1-1. En el 
caso de sap1-48, la alteración del contenido de DNA y del tamaño celular con 
respecto al control (wt) se observan incluso a 25ºC (Figura 29, sap1-48 A y B, 0h). 
También las observaciones de las células teñidas con DAPI al microscopio 
de fluorescencia están en concordancia con los resultados de citometría de flujo, 
ya que, efectivamente, se observaron células sap1-1 y sap1-48 con un bajo o nulo 
contenido de DNA, así como células de mayor tamaño multiseptadas (Figura 
28). 
 
7.1.4. ESTUDIO DE LA REPLICACIÓN DEL LOCUS DEL rDNA EN 
sap1ts 
Para comprobar la funcionalidad de las barreras del rDNA en los mutantes 
sap1ts se analizó la replicación de la región de las barreras del locus ribosómico 
mediante electroforesis bidimensionales de DNA. Nuestro objetivo era detectar 
posibles variaciones en la actividad de RFB1 en relación con la del resto de las 
barreras. 
Se extrajo DNA replicativo de cultivos exponenciales de cada uno de los tres 
mutantes, así como de las estirpes sap1-FLAG y de una estirpe silvestre sap1+, 
crecidos a 25ºC, siendo digerido seguidamente con la enzima BamHI para 
generar fragmento de 3,2 kb que contiene las cuatro barreras presentes en el 
rDNA (Figura 30A). 
La figura 30B y C muestran los resultados de los geles bidimensionales tras 
la hibridación. Se pueden observar las señales correspondientes a las tres 
barreras descritas para el rDNA de S. pombe RFB1, RFB2 y RFB3 (Sánchez-
Gorostiaga y col., 2004) así como la pausa RFP4 (Krings y Bastia, 2004). En la 
estirpe wt (sap1+), la barrera más eficiente es RFB1, ya que la señal 
correspondiente a sus intermediarios acumulados es más intensa, mientras que 
la menos eficiente es RFP4.  
La adición de las tres etiquetas FLAG en la estirpe sap1-FLAG ya generó una 
disminución de la eficacia relativa de RFB1 y un incremento importante del 
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último de los sitios de parada RFP4 (Figura 30C), que es independiente de 
Reb1p y del complejo Swi1p-Swi3p (Krings y Bastia, 2004) y cuya naturaleza 
aún se desconoce. En el mutante sap1-48 y, sobre todo, en el sap1-27, se produjo 
una disminución adicional de la función de RFB1 hasta menos de la mitad de la 
observada en la estirpe sap1-FLAG. 
 
3 2 4 1 ars300
BamHI BamHI A 
 Figura 30: Análisis de las barreras del locus del rDNA de las estirpes sap1-FLAG y sap1ts. A. 
Esquema del fragmento BamHI B. Autorradiografías correspondientes a los geles bidimensionales 
del fragmento BamHI. Las flechas se corresponden con las barreras indicadas en A. C. 
Cuantificación de la intensidad relativa de las señales observadas en B, correspondientes a cada una 
de las barreras. Se consideró 100% la suma de las cuatro señales de acumulación en cada gel. 
(Software: NIH Image) 
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8. LOCALIZACIÓN CELULAR DE Sap1p 
Lahondès y col (2003) expresaron en E. coli la proteína truncada Sap1 1-203) 
que contenía los dominios esenciales para la unión a DNA (I, II, III y V) así como 
el dominio de dimerización (IV) (Arcangioli y col., 1994b) con el objeto de 
generar un anticuerpo. Con dicho anticuerpo realizaron ensayos 
inmunocitoquímicos en los que observaron que Sap1p presentaba una 
localización nuclear que parecía no variar en las distintas fases del ciclo celular. 
Durante el desarrollo de esta tesis se ha generado un anticuerpo policlonal 
anti-Sap1p que se ha utilizado tanto en ensayos de western blot como para 
estudiar la localización intracelular de la proteína. 
La proteína recombinante His6-Sap1 expresada en E. coli fue purificada en 
columnas de níquel (apartado 2.4.3., Materiales y Métodos) e inyectada en 
conejos para obtener un suero policlonal anti-Sap1p (apartado 2.6.6., Materiales y 
Métodos). 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo para reconocer Sap1p se 
realizaron diversos western blots utilizando distintas diluciones de anticuerpo. 
En la Figura 31 se muestra que el anticuerpo (a una dilución 1:10000) reconoce la 
proteína endógena de S. pombe tanto en un extracto total (calle 1) como la 
purificada por afinidad (apartado 1.3) (calle 2). 
 
 
1 2 3 4 
Figura 31: Detección de Sap1p con el antisuero anti-Sap1p (dilución 1:10000) mediante Western blot. 
Calle 1: Extracto proteico total S. pombe (100 µg). Calle 2: Sap1p purificada a partir de S. pombe (2,4 
µg) Calle 3: Extracto proteico total de la E. coli expresando His6-Sap1p (2 µg) Calle4: His6-Sap1p (50 
ng) purificada de E. coli con columnas de níquel. Se puede apreciar el aumento de tamaño de Sap1p 
en las calles 3 y 4, consecuencia de la cola His6. 
Sap1p His6-Sap1p 
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Dada la alta afinidad con la que el anticuerpo fue capaz de reconocer Sap1p 
endógena en western blot, utilizamos ese mismo suero para llevar a cabo un 
ensayo de inmunocitoquímica. 
En la Figura 32 se muestran células de una estirpe silvestre sap1+ de S. pombe 
(117) fijadas y sometidas a la detección inmunocitoquímica con el anticuerpo 
anti-Sap1p y a tinción DAPI. La imagen obtenida en ambos casos fue muy 
similar, observándose la tinción característica del núcleo en forma de media 
luna, lo que indica una localización nuclear de Sap1p sin una aparente 
acumulación en el nucleolo. 
 
9. EFECTO DE LA ELIMINACIÓN DE LOS 40 AMINOÁCIDOS DEL 
EXTREMO CARBOXILO DE Sap1p EN LA VIABILIDAD CELULAR 
Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, las funciones que se han 
descrito para Sap1p hasta el momento, en el cambio de tipo de apareamiento y 
en el bloqueo de las horquillas de replicación del rDNA, no parecen ser las 
responsables de su esencialidad. 
Sap1p es una proteína cuya estructura primaria no tiene homología 
significativa con ninguna otra proteína de S. pombe ni de otros organismos. 
Según Bada y col. (2000), Sap1p es una molécula con dos módulos 
distanciados 12 nm por una zona de dimerización coiled coil. El dominio N-
terminal constituiría el módulo de unión a DNA. Por su parte, el dominio C-
terminal contiene cuatro repeticiones del tetrapéptido MG(T/A)N, que también 
Figura 32: Imágenes al microscopio de la estirpe salvaje 117. A. Contraste de fases. B. Tinción con 
DAPI. C. Anticuerpo policlonal anti-Sap1p. 
A B C
DAPI Anti-Sap1p 
10 µm 
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está presente en proteínas de la familia de las calponinas, relacionadas con la 
formación de redes de actina. Se especula que estás repeticiones otorgarían a 
Sap1p una función relacionada con el esqueleto nuclear (Bada y col., 2000). Por 
otro lado, se ha atribuido a este dominio C-terminal una función relacionada con 
procesos de organización de la cromatina (Lahondes y col., 2003), siendo el 
extremo N-terminal el que se encargaría de anclarse al DNA. Una de las 
observaciones de Lahondes y col. (2003) fue que la sobre expresión de los 
últimos 40 aminoácidos de Sap1p (incluyendo las repeticiones del tetrapéptido) 
inducen una anafase anormal, así como un fenotipo cut asociado al paso de las 
células por la fase S. 
Una de las cuestiones que surgen de estas observaciones es si el extremo C-
terminal, que contiene el tetrapéptido repetido, es importante para la función 
esencial de Sap1p. Para contestar esta pregunta se eliminaron los 40 
aminoácidos C-terminales de Sap1p y se comprobó la viabilidad celular. Al 
mismo tiempo, la proteína truncada se fusionó con GFP para su detección. 
 
 
 
 
sap1∆40-GFP 
wt-αSap1p 
A 
B 
Figura 33: Comparación de la localización nuclear de Sap1p y Sap1∆40-GFP. A. Núcleos de una 
estirpe salvaje teñidos mediante inmunocitoquímica con el anticuerpo anti-Sap1p. B. Núcleos de la 
estirpe sap1∆40-GFP observados directamente al microscopio de fluorescencia. 
2 µm 
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Se obtuvieron colonias viables, en las que se confirmó por PCR la deleción 
de los 40 aminoácidos terminales. Esto indica que esta región C-terminal no es 
necesaria para la función esencial de Sap1p. Como se puede ver en la Figura 33 
al igual que la proteína intacta, la proteína truncada tiene una localización 
nuclear, con lo que la región C-terminal eliminada tampoco es importante para 
la localización nuclear de Sap1p. 
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1. Sap1p Y LAS BARRERAS PARA LA REPLICACIÓN EN EL rDNA 
Sap1p es una proteína esencial para el crecimiento celular identificada 
originalmente como una proteína requerida para un eficiente cambio del tipo de 
apareamiento. Sin embargo, la naturaleza esencial de Sap1p no es atribuible a 
este papel, ya que la ausencia en dicho locus de la secuencia de unión de Sap1p, 
SAS1, no es deletérea para la célula (Dalgaard y col.,2000).  
Los resultados obtenidos en esta tesis son la primera evidencia de un sitio de 
unión para Sap1p fuera del locus del cambio del tipo de apareamiento, el cual se 
encuentra en la región del rDNA donde se localiza la barrera para la replicación 
RFB1. 
En el rDNA de S. pombe existen cuatro barreras (RFB1-3 y RFP4) que 
detienen las horquillas de replicación que se mueven en contra de la 
transcripción (Figura 34). RFB2 y RFB3 son dependientes de la proteína 
terminadora de la transcripción del rRNA Reb1p (Sánchez-Gorostiaga y col., 
2004), mientras que RFP4, descrita recientemente (Krings y Bastia, 2004), no ha 
sido estudiada aún, aunque es independiente de Reb1p y se ha sugerido que 
pudiera ser consecuencia de la colisión entre las maquinarias de replicación y 
transcripción en el rDNA (Krings y col., 2004). Resulta llamativo que las cuatro 
barreras sean polares y que el mecanismo de parada de la horquilla en cada una 
de ellas sea distinto, tal y como se deduce del hecho de que  intervienen factores 
diferentes. 
En esta tesis se ha demostrado que RFB1, la más potente de las barreras del 
rDNA y la primera que es alcanzada por la horquilla, requiere la unión de 
Sap1p. Se ha demostrado también que la secuencia SAS1, a la cual también se 
une Sap1p, no es capaz de provocar la acumulación de intermediarios de 
replicación (Figura 24), quizá debido a la distinta disposición de las repeticiones 
que Sap1p reconoce. Una vez publicados parte de los resultados de esta tesis 
(Mejía-Ramírez y col., 2005, ver Anexo), el grupo de Deepak Bastia confirmó 
nuestros mismos resultados utilizando técnicas prácticamente idénticas a las 
empleadas en esta tesis. 
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¿Cómo la unión de Sap1p provoca la parada de la replicación en RFB1? Una 
posibilidad es que Sap1p posea una actividad anti-helicasa como es el caso de 
las proteínas Tus y RTP de E. coli y B. subtilis, respectivamente, las cuales 
interaccionan directamente con  la helicasa replicativa impidiendo que se 
separen las dos hebras del DNA por delante de la maquinaria de replicación 
(Mulugu S. y col., 2001) 
Sobre la base de la observación de que Sap1p induce curvatura en el DNA 
(B. Arcangioli, comunicación personal), recientemente se ha propuesto que la 
unión de Sap1p al DNA no sería suficiente para detener la maquinaria 
replicativa, sino la distorsión que Sap1p ocasiona en el DNA. Así no sólo la 
afinidad, sino también la distorsión ocasionada por Sap1p parece ser distinta 
sobre RFB1 que sobre SAS1, lo que explicaría la distinta actividad de Sap1p en 
estos loci (Krings y Bastia, 2005 y 2006). Sin embargo, se desconoce qué 
componentes del replisoma son inhibidos por el complejo RFB1-Sap1p. 
 
Figura 34: Esquema de todas las barreras programadas conocidas en S. pombe. 
200bp 
mat1 
ars 756 RTS1 imp 
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Independientemente de los factores y del mecanismo que provocan la 
parada de las horquillas en el rDNA, a pesar de su redundancia, estas barreras 
parecen no ser indispensables para la viabilidad celular en S. pombe, al menos a 
corto plazo y en el laboratorio. Esto está apoyado por los resultados obtenidos 
con mutantes swi1∆ o swi3∆, donde la ausencia de barreras en el rDNA no afecta 
significativamente a la viabilidad celular (Figura 25 de esta tesis, Krings y col., 
2005). Además, en S. cerevisiae, el gen FOB1, requerido para la actividad de las 
barreras del rDNA, no es un gen esencial (Kobayashi, y col., 1996).  
 
En la figura 34 se resumen los factores en cis y en trans que se conocen y que 
están involucrados en las barreras naturales descritas en S. pombe. Existen en 
total seis barreras programadas, cuatro localizadas en el locus de los genes rRNA 
y dos en el locus del tipo de apareamiento mat1. Como se discute a continuación, 
el complejo heterodimérico Swi1p-Swi3p está relacionado con todas estas 
barreras, a excepción de RFP4 (Krings y Bastia, 2004). 
Según se mostró en la Figura 25, la acumulación de horquillas detenidas en 
la secuencia de 78 pb que contiene RFB1 no ocurre en estirpes mutantes swi1∆ o 
swi3∆, lo que indica que se requiere este heterodímero  para la actividad de 
RFB1. Estos resultados están de acuerdo con los obtenidos por Krings y Bastia 
(2004), de los que se deducía que el heterodímero Swi1p-Swi3p se requiere para 
la actividad de las barreras RFB1-3. Sin embargo, el complejo no se asocia 
directamente al DNA en la zona de las barreras, sino, probablemente, a través 
de algún otro factor proteico (Krings y Bastia, 2004). Los resultados presentados 
en esta tesis indican que Sap1p es un factor que se une directamente a la barrera 
RFB1. Sap1p podría actuar como plataforma para la formación de un complejo 
del que formarían parte Swi1p y Swi3p. Sin embargo, recientemente se 
obtuvieron resultados negativos respecto a la posible interacción de Swi1p con 
Sap1p, estudiadas mediante co-inmunoprecipitación (Lee y col., 2004). 
Alternativamente, el complejo Swi1p-Swi3p podría no ser el responsable directo 
de las barreras, sino que su función podría ser estabilizar las horquillas ya 
detenidas, como han propuesto Noguchi y col. (2004) para horquillas paradas 
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accidentalmente. Así, en ausencia de Swi1p o Swi3p, dichas horquillas detenidas 
serían procesadas rápidamente y no serían detectadas en los geles 
bidimensionales (Figura 25). En el caso de las dos barreras naturales del locus 
mat1 tampoco se detectan horquillas detenidas en mutantes swi1∆ o swi3∆ 
(Dalgaard y Klar, 2000). 
 
El estudio de la replicación del locus de los genes rRNA en las estirpes  sap1 
termosensibles nos ha proporcionado la posibilidad de evaluar la necesidad de 
Sap1p para la barrera RFB1. Este estudio se realizó con células creciendo a 
temperatura permisiva, dado que a temperatura restrictiva las muestras de 
DNA no contenían suficientes intermediarios de replicación. 
 
Es interesante destacar, en primer lugar, que la adición de una etiqueta 
(FLAG) en el extremo C-terminal de la proteína disminuye la eficiencia de la 
barrera RFB1 en casi un 50% con respecto a una estirpe silvestre (Figura 29C). 
Una posibilidad es que la adición de dicha etiqueta produzca una disminución 
de la capacidad de unión de la proteína al DNA con respecto a la silvestre. Por 
otra parte, la etiqueta podría interferir en la interacción de Sap1p con el 
replisoma para detener la replicación. Además, resulta interesante el hecho de 
que RFP4 sea la barrera cuya eficiencia es la que más aumenta como 
consecuencia de la modificación de Sap1p en contra de lo que se esperaba, dado 
que las horquillas que escapan a RFB1 alcanzan las barreras RFB2 y RFB3 antes 
que la RFP4. Como ha sido propuesto por Krings y Bastia (2004), si la parada de 
las horquillas en RFP4 es consecuencia de la colisión entre replicación y 
transcripción, este resultado podría deberse a un incremento de la tasa de 
transcripción del rDNA o del número de unidades transcripcionales activas 
debido a la modificación de Sap1p. Recientemente, Machín y col. (2006) han 
encontrado evidencias en S. cerevisiae de que la transcripción de los genes 
ribosómicos podría interferir con la segregación del rDNA en ausencia de la 
proteína CDC14. 
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Por tanto, Sap1p actuaría como un silenciador de la RNA pol I de modo que 
su modificación incrementaría la actividad transcripcional y, como 
consecuencia, la frecuencia de colisión entre las maquinarias de replicación y 
transcripción en RFP4. Esta hipótesis está siendo estudiada en nuestro 
laboratorio. 
En cuanto a la eficiencia de RFB1 en las estirpes sap1ts, es menor ya incluso a 
temperatura permisiva, la disminución más significativa se observa en el 
mutante sap1-27, en el que la intensidad de la barrera disminuye más del 50% 
con respecto a sap1-FLAG y el 75% con respecto a la estirpe sap1+ (Figura 29C). 
Sin embargo, el crecimiento de esta estirpe es el menos afectado a temperatura 
restrictiva de entre los tres mutantes analizados. De esta forma, es posible que la 
mutación que contenga sap1-27 afecte a la función de barrera de Sap1p y no a la 
función esencial de esta proteína. Estos datos apoyan de nuevo el hecho de que 
la función esencial de Sap1p no depende de su función de barrera para la 
replicación en el rDNA. Por su parte, mientras que la mutación sap1-48 tuvo un 
efecto más acusado sobre el crecimiento celular, el efecto sobre la función de 
RFB1 fue menor que en sap1-27. Todo esto indica que la naturaleza esencial de 
Sap1p para el crecimiento celular y su requerimiento para unirse a RFB1 
eficientemente no están necesariamente relacionados. 
 
2. Sap1p Y SEGREGRACIÓN CROMOSÓMICA 
Lahondes y col. (2003) analizaron el fenotipo de esporas sap1∆ durante su 
germinación y generadas a partir de una estirpe heterocigótica sap1+/sap1∆. 
Estas esporas nulas para sap1 sólo son capaces de desarrollar una o, como 
máximo, dos divisiones celulares. Durante estas divisiones, los autores 
observaron mitosis anormales que mostraban fallos en la segregación 
cromosómica, así como núcleos con la cromatina descondensada. Las imágenes 
procedentes de los mutantes sap1ts a temperatura restrictiva, sobre todo sap1-1 y 
sap1-48, mostraron un fenotipo cut similar (Figura 29). Todas estas 
observaciones sugieren que Sap1p podría ser una proteína estructural asociada a 
cromatina y requerida para la organización del cromosoma. Sin embargo, Sap1p 
Discusión 
 - 81 -
se muestra como una proteína de unión a DNA con alta especificidad de 
secuencia, tal y como se ha observado en los estudios de formación de complejos 
Sap1p-RFB1 (Figuras 19 y 23) y Sap1p-SAS1 (Arcangioli y Klar, 1991). Por tanto, 
resulta paradójico que una proteína con esta especificidad de secuencia juegue 
un papel sobre la organización de la cromatina en general. Nosotros trabajamos 
actualmente con la hipótesis de que, realmente, Sap1p jugaría este papel en la 
organización de la cromatina específicamente en el rDNA, el cual constituye 
alrededor del 12% del genoma total. Considerando el número de repeticiones 
del rDNA en S. pombe, éste albergaría unas 150 secuencias de unión de Sap1p 
ubicadas en ambas regiones subteloméricas del cromosoma III. 
 
Al contrario de lo que cabría esperar de las conclusiones alcanzadas por 
Lahondes y col. (2003), tras estudiar el efecto deletéreo en la sobre expresión de 
los 40 aminoácidos C-terminales, en esta tesis se ha comprobado que esta región 
no es necesaria para la función esencial de Sap1p. Analizando la estructura 
primaria de la proteína, hemos encontrado dos secuencias que podrían 
corresponder a sendos motivos denominados “cajas de destrucción” (cajas D) 
(Figura 35A, fondo amarillo), las cuales son necesarias para una proteólisis 
regulada de ciclinas (Glotzer y col., 1991). El consenso para este motivo es 
RXXLGXIXN (Figura 35B), donde los residuos R y L están conservados en todas 
las cajas descritas de las ciclinas de tipo A y B, así como en ambas cajas D 
potenciales de Sap1p. El residuo N se conserva sólo en ciclinas tipo B (Glotzer y 
col., 1991). La caja de destrucción de la ciclina B Cdc13 de S. pombe es 
RHALDDVSN (Yamano y col., 1998). Por tanto, la secuencia de esta caja es 
bastante variable excepto la secuencia mínima RXXL, presente en las dos 
posibles cajas D de Sap1p. Estas cajas son necesarias para la ubiquitinación in 
vitro de ciclinas por el complejo APC (Funabiki y col., 1997, Yamano y col., 
1998). La presencia de los dos motivos en Sap1p plantea la posibilidad de que la 
proteína esté bajo un control de regulación por ubiquitinación/degradación. En 
aparente contradicción con esta hipótesis, la eliminación de los 40 aminoácidos 
C-terminales de Sap1p, en la que está contenido uno de estos motivos (Figura 
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35, residuos subrayados), no tiene efectos importantes sobre la viabilidad 
celular. Sin embargo, la proteína esencial que funciona como securina en S. 
pombe, Cut2p, también contiene dos cajas D y sólo cuando se eliminan ambas se 
observa un efecto deletéreo (Funabiki y col., 1997). Por tanto, sería necesario 
estudiar el efecto de la eliminación de las dos cajas D de Sap1p para comprobar 
si funcionan como tal. El efecto deletéreo observado por Lahondes y col. (2003) 
por sobre expresión del extremo carboxilo de Sap1p podría deberse al secuestro 
de factores que reconocen las cajas D, inhibiendo su función sobre la 
degradación de ciclinas. 
 
Además de las dos posibles cajas D descritas, el análisis de la estructura 
primaria de Sap1p reveló la presencia de una secuencia de cuatro aminoácidos 
que se corresponde al motivo consenso de modificación por adición de SUMO 
(Small Ubiquitin-like Modifier) ΨKXE/D (Figura 35A, fondo rojo), donde Ψ 
representa un aminoácido alifático (Johnson and Blobel, 1999). Las proteínas 
SUMO forman una familia de péptidos que funcionan uniéndose 
covalentemente a otras proteínas modificando su función. Esto abre la 
posibilidad de una posible regulación de la actividad de Sap1p vía sumoilación 
(adición de SUMO). El hecho de que se haya detectado una interacción en un 
ensayo de doble híbrido entre Sap1p y la SUMO E3 ligasa Pli1p refuerza esta 
posibilidad (Lahondes y col., 2003; Xhemalce y col., 2004). Pli1p y, por tanto, la 
sumoilación, parecen jugar un papel relevante en el mecanismo de 
mantenimiento de centrómeros y telómeros regulando la recombinación en estás 
regiones con secuencias repetidas heterocromáticas. 
Por otra parte, se han descrito conexiones entre la adición de SUMO y la 
estructura de la cromatina. La sumoilación antagoniza la activación potencial de 
factores de transcripción (Ross y col., 2002; Lin y col., 2003), modula la actividad 
de desacetilasas y acetiltransferasas de histonas (David y col., 2002). En S. pombe 
la modificación por SUMO está involucrada en el mantenimiento de la 
estabilidad de la heterocromatina, modificando in vivo proteínas relacionadas, 
como Swi6, Chp2 o Clr4. 
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La posibilidad de que Sap1p sea realmente modificada vía ubiquitinación y 
sumoilación, su regulación sería semejante a la de PCNA de S. cerevisiae 
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), la cual puede ser sumoilada o ubiquitinada 
en el mismo residuo de lisina (K164) (Hoege y col., 2002; Stelter y Ulrich, 2003). 
Obviamente, es necesario confirmar que Sap1p está regulada, ya sea debido a la  
modificación por sumoilación o a la degradación vía ubiquitinación, para lo cual 
ya se están realizando experimentos que esclarecerán esta cuestión. 
Esta tesis ha contribuido al conocimiento de una nueva función de Sap1p, 
cuya unión es necesaria para la parada de las horquillas de replicación en RFB1, 
y, sin embargo, ha planteado nuevas cuestiones relacionadas con la aún 
desconocida función de Sap1p, como por ejemplo, la posible relación de la unión 
de Sap1p al rDNA y la segregación de la cromatina en anafase así como 
también, de una posible regulación de Sap1p. Dichas cuestiones constituyen el 
punto de partida para continuar investigando acerca de esta proteína y la 
relación subyacente entre la replicación y la segregación cromosómica. 
 
 
Figura 35: A. Secuencia de aminoácidos de Sap1p. En gris se han destacado las repeticiones citadas 
por Bada y col (2000), en amarillo las posibles cajas de destrucción y en rojo el posible sitio de 
sumoilación. La barra indica los aminoácidos eliminados en la estirpe Sap1∆40-GFP. B. 
Comparación entre distintas cajas de destrucción conocidas para otras proteínas y las de Sap1p. 
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Sap1  RGGLHSSIS D-2 
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1. La proteína esencial Sap1 reconoce la secuencia de RFB1 localizada en el 
rDNA de S. pombe y se une específicamente a ella in vitro. 
 
2. La secuencia del DNA necesaria y suficiente para la actividad de la 
barrera RFB1 consiste en 30 pb y contiene tres repeticiones imperfectas a, 
b y c reconocidas por Sap1p. 
 
3. Tanto la parada de la horquilla replicativa como la unión de Sap1p a 
RFB1 requieren las tres repeticiones a, b y c conjuntamente, lo que indica 
que la formación del complejo RFB1-Sap1p es necesaria para la función 
de RFB1. 
  
4.  La secuencia SAS1 localizada en el locus mat1 no provoca parada de la 
replicación en ninguna de sus dos orientaciones en un plásmido de 
replicación autónoma. 
 
5. RFB1 no es funcional en estirpes swi1∆ y swi3∆. 
 
6. La actividad de RFB1 está parcialmente afectada en las estirpes 
termosensibles sap1-27, y en menor medida en sap1-48, a temperatura 
permisiva, lo que confirma que Sap1p juega un papel importante en la 
funcionalidad de RFB1. 
 
7. Las estirpes sap1-1 y sap1-48 muestran un fenotipo cut a temperatura 
restrictiva, lo que indica que Sap1p tiene una función relacionada con la 
correcta segregación cromosómica. 
 
8. Los 40 aminoácidos del extremo carboxilo de Sap1p, cuya sobre-
expresión es deletérea, no son esenciales para la viabilidad celular. 
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